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RESUM 
Als arbres fruiters hi ha un balanç delicat entre el creixement vegetatiu i la 
fructificació. L’alteració d’aquest equilibri per tal d’obtenir unes collites d’alta 
qualitat o com a resultat d’accidents durant el període de creixement (gelades 
primerenques, plagues i/o malalties, etc.) provoca un creixement vegetatiu excessiu. 
Amb tal de resoldre aquests problemes s’introduí la utilització de reguladors del 
creixement vegetatiu. Les condicions cada vegada més restrictives de cara a l’ús 
d’aquests productes en fructicultura així com l’aparició recent al mercat d’un nou 
producte de ràpid metabolisme a l’interior de la planta, han condicionat el present 
estudi. 
Al llarg dels tres anys d’experimentació, del 1999 al 2001, s’han realitzat 8 
assaigs amb arbres adults de les varietats ‘Golden Smoothee’, Red Gala’ Royal Gala’ 
i ‘Fuji’ en les condicions de cultiu de la Vall de l’Ebre. El novè experiment es 
realitzà en arbres joves en tests a l’Estación Experimental de Aula Dei. L’estudi de 
l’efecte de prohexadione-Ca es va abordà, des del punt de vista del 
desenvolupament, considerant la continuïtat dels paràmetres amb mètodes d’anàlisi 
estadística de dades repetides en el temps. 
A través de l’experimentació realitzada, s’ha comprovat que prohexadione-Ca 
inhibeix el creixement vegetatiu de la pomera en les condicions de la Vall de l’Ebre, 
sense induir canvis en el rendiment i la qualitat del fruit, sempre que sigui amb 
l’adequat sistema d’aplicació. Una aplicació única amb una concentració de 100-500 
mg L-1 en plena floració inhibeix eficaçment el creixement vegetatiu. Amb tot, en 
diversos casos, l’aparició d’un segon creixement, a la meitat de l’estació, obliga a fer 
dues aplicacions, una primera en plena floració amb una dosi de 100 - 250, y l’altra 
entre 60 i 65 dies després de la plena floració amb una dosi igual o inferior. La 
inhibició de la longitud de brots va anar acompanyada per una disminució de la 
longitud dels entrenusos, així com per una disminució dels pesos fresc i sec, i també 
de l’índex d’àrea foliar (LAI). Pel contrari, augmenten la radiació fotosintèticament 
activa (PAR), l’activitat fotosintètica neta, la quantitat de clorofil.les per unitat 
d’àrea foliar, l’espessor, i la retenció d’aigua en els brots i les fulles; també 
augmenta la concentració foliar de CO2, i la conductància estomàtica, 
independentment de la clorofil⋅la. Segons la concentració, la data del tractament i el 
nombre d’aplicacions, els canvis esmentats poden ser reversibles o estables al llarg 
del període de creixement vegetatiu. L’aplicació de prohexadione-Ca va induir un 
augment de la concentració de calci, magnesi, manganès, coure i zinc a les fulles, 
efecte que fou estable al llarg de la temporada. Així mateix, prohexadione-Ca va 
provocar un augment del flux d’exportació de nitrogen foliar cap als altres òrgans. 
En funció de la varietat y de les condicions experimentals, s’han observat augments 
d’hidrats de carboni solubles com el sorbitol en fulles, fruits i brots. Finalment, entre 
les varietats roges estudiades, prohexadione-Ca va augmentar la superfície acolorida 
de la varietat ‘Fuji’ incrementant tant la saturació com la intensitat de color vermell a 
ambdues parts de la poma, l’ombrejada i l’exposada al sol. 
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RESUMEN 
Existe un delicado balance entre el crecimiento vegetativo y la productividad de 
los árboles frutales. La alteración de este equilibrio induce a un excesivo crecimiento 
vegetativo, inversamente relacionado con la calidad del fruto, control de plagas y/ó 
enfermedades, y rendimiento comercial. Para hacer frente a esta problemática se 
introdujo el uso de los reguladores del crecimiento vegetativo. Las condiciones cada 
vez más restrictivas respecto al uso los inhibidores de crecimiento en fruticultura y la 
reciente aparición en el mercado de un nuevo producto han propiciado el presente 
estudio. Durante tres años de experimentación, 1999, 2000,2001, se han llevado a 
cabo 8 ensayos con árboles adultos de las variedad ‘Golden Smoothee’, Red Gala’ 
Royal Gala’ y ‘Fuji’ en las condiciones del Valle de Ebro. El noveno experimento 
fue realizado sobre árboles jóvenes en macetas en la estación experimental de Aula 
Dei. El estudio del efecto de prohexadione-Ca fue abordado, desde el punto de vista 
evolutivo, considerando la continuidad de los parámetros con métodos de análisis 
estadístico de datos repetidos en el tiempo. A través de la experimentación realizada, 
se ha comprobado que el prohexadione-Ca inhibe el crecimiento vegetativo del 
manzano en las condiciones del Valle de Ebro, sin inducir cambios en el rendimiento 
y calidad del fruto, siempre que el modo de aplicación sea el adecuado. Una 
aplicación única con una concentración 100-500 mg L-1 en plena floración inhibe 
eficazmente el crecimiento vegetativo. Sin embargo, en ciertos casos, la aparición de 
un segundo recrecimiento en la mitad de la estación obliga a realizar dos 
aplicaciones, una en plena floración con una dosis 100 - 250, y otra entre 60 y 65 
días tras la plena floración con una dosis igual ó menor. La inhibición de la longitud 
de brotes fue acompañada por una disminución de la longitud de entrenudos, así como de 
una disminución de los pesos fresco y seco, y del índice de área foliar (LAI). Por el 
contrario, aumentan la radiación fotosintéticamente activa (PAR), la actividad 
fotosintética neta, la cantidad de clorofilas por unidad de área foliar, el espesor, y la 
retención de agua en brotes y hojas, también aumenta la concentración foliar de CO2, y la 
conductancia estomática independientemente de la clorofila.  Según la concentración, la 
fecha de tratamiento y el número de aplicaciones, dichos cambios pueden ser 
reversibles ó estables a lo largo del periodo de crecimiento vegetativo. La aplicación 
de prohexadione-Ca indujo un aumento de la concentración de calcio, magnesio, 
manganeso, cobre y zinc foliares; efecto que fue estable a lo largo de la temporada.  
Asimismo, el prohexadione-Ca aumentó el flujo de exportación de nitrógeno foliar 
hacia los demás órganos. Dependiendo de la variedad y condiciones experimentales,  
se han observado aumentos de carbohidratos solubles como el sorbitol en hojas, 
frutos y brotes. Finalmente, entre las variedades rojas estudiadas, el prohexadione-Ca 
aumentó la superficie coloreada de la variedad ‘Fuji’ incrementando tanto la 
saturación como la intensidad de color rojo en ambas partes de la manzana, la 
sombreada y la expuesta al sol. 
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SUMMARY 
 
Vegetative growth and cropping of fruit tree species are related by a delicate 
balance. Changes in this balance encouraged to produce good quality fruit, or as a 
result of accidents (spring frost, pests or diseases, etc.), lead to great increases in 
vegetative growth. Plant growth regulators were introduced by the fruit growing 
industry to solve this problem. The development of a new growth inhibitor: 
prohexadione-Ca, a chemical that very rapidly metabolises in the plant tissues, and 
that may overcome the increasing restrictions on the use of these compounds, is the 
starting point of this work. 
Along three years, 1999 to 2001, eight experiments have been performed on 
several apple cultivars (‘Golden Smoothee’, ‘Fuji’, ‘Red Gala’ and ‘Royal Gala’) 
grown in commercial orchards in the Middle Ebro Valley. The 9th trial was 
conducted at the Estación Experimental de Aula Dei (CSIC) in Zaragoza, on 
unbearing potted trees. The study of shoot growth inhibition was approached by the 
Repeated Measures Analysis of Variance, which takes into account the continuity of 
measurements along time. The results show that prohexadione-Ca inhibits shoot 
growth of apple trees grown under the conditions of the Ebro Valley. Single 
applications of concentrations ranging from 100 to 500 mg L-1 at full bloom are 
adequate to control shoot growth. However, a regrowth of shoots usually occurs later 
in the growing season, and this leads to apply a second spray. Consequently two 
sprays of the chemical should be recommended, the first of 100 – 250 mg L-1 at full 
bloom, and the second, in between 60 and 65 days after full bloom, with a similar or 
lower concentration. The inhibition of shoot extension growth by prohexadione-Ca 
was due to a shortening of the internode length, and also reductions in shoot fresh 
and dry weight of shoots and in the leaf area index were recorded. On the contrary, 
increases in the photosynthetically active radiation (PAR), net photosynthesis, 
concentration of chlorophylls per unit area, leaf thickness and water content of 
leaves were noted. Also, foliar concentration of CO2, and stomatal conductance 
increased. Prohexadione-Ca applications also promoted changes in the concentration 
of mineral elements in leaves: calcium, magnesium, manganese, copper, and zinc 
increased along the growing season over the untreated trees, while N export from the 
leaves towards other organs was enhanced. Depending upon cultivars and 
experimental conditions, an increase in soluble carbohydrates, and particularly 
sorbitol, in leaves, fruits and shoots was observed. Finally, in the red apple cultivars, 
prohexadione-Ca enhanced the red colouring of the fruit skin in ‘Fuji’, increasing 
both the saturation and the intensity on red colour on the blushed and the shaded 
sides of the apple. 
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Capitulo. 1 
 
3 
Introducción general 
 
1. Relación entre crecimiento vegetativo y fructificación en manzano. 
El rendimiento de un manzano (Malus domestica L. Bork.) puede ser evaluado de 
distintas formas. El volumen ó el peso de los frutos producidos por unidad de sección de 
tronco es un método adecuado y eficaz para fines comparativos. Desde el punto de vista 
fisiológico, y en términos de fotosíntesis, el rendimiento del árbol se expresa como la 
eficacia en la conversión de la luz en biomasa. Dicho concepto incluye tanto la producción 
total en materia seca, como la repartición de materia entre frutos y madera. El crecimiento 
vegetativo permite mantener el vigor, promover el área foliar y desarrollar una estructura 
bien orientada. Sin embargo, los tejidos leñosos compiten con los frutos por los asimilados. 
El desarrollo, y mantenimiento de madera improductiva supone un derroche de energía que 
incide negativamente en los costes. Por lo tanto, el objetivo principal de todas las prácticas e 
investigaciones en pomologia, pretende de una manera directa ó indirecta, manipular la 
relación: Crecimiento Vegetativo/Fructificación. 
La elección de cultivares y patrones, la selección del sistema de manejo, las decisiones 
individuales implicadas en las practicas culturales, todo ello, afecta esta relación y el 
objetivo de maximizar la producción concurrentemente minimizando el crecimiento de la 
parte improductiva. Entre distintos enfoques abordados en la comprensión de esta relación y 
la interacción que existe entre el crecimiento vegetativo y la fructificación, muy importantes, 
(entre otros) es, la consideración de los factores que controlan el crecimiento vegetativo.  
2. Factores que afectan el crecimiento vegetativo 
El crecimiento vegetativo de un árbol suele estimarse determinando la longitud media de 
los brotes. Existe una correlación positiva entre el crecimiento de los brotes y del tronco. El 
crecimiento del tronco, evaluado a través del crecimiento del perímetro ó del área de la 
sección de tronco (corte transversal) es también fácilmente medido y estrechamente 
relacionado con el peso de la parte aérea del árbol que refleja su volumen. (Sudds and 
Anthony, 1929 y Wilcox, 1937 citado por Forshey y Elfving, 1989)  
Cultivares y patrones.  
Por determinismo genético, algunos cultivares tienen un mayor crecimiento que otros. 
Dicho efecto, se refleja en diferencias considerables en el número y longitud de sus brotes. 
Los manzanos de tipo Spur están caracterizados por un menor crecimiento de los brotes que 
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los de otros tipos (Curry y Looney, 1986). También, el patrón tiene un impacto importante 
sobre la evolución, cantidad y cesación del crecimiento de los brotes que a veces va 
acompañado por un cambio en la forma del árbol (Swarbrick, 1929 y Rogers y Vyvyan, 
1934 citados por Forshey y Elfving, 1989). 
En el cultivo del manzano, mediante la selección apropiada de patrones, se ha obtenido 
una gama completa de tamaños de árbol - desde enanos hasta muy grandes - Así mismo, en 
la actualidad, se ha desarrollado una amplia diversidad de patrones controladores del tamaño 
del árbol. Estos patrones se clasificaron en cuatros grupos principalmente por el grado de 
vigor que impartían al cultivar injertado: enanos, semienanos, vigorosos y muy vigorosos. 
Cuando se emplean patrones achaparrantes se requieren buenas condiciones de suelo y de 
cultivo para obtener un resultado favorable. A menudo, los efectos achaparrantes de un 
patrón van asociado con alteraciones de la forma normal del árbol. El patrón empleado 
puede influir en la precocidad de la fructificación, la formación de las yemas fructíferas, el 
cuajado de los frutos y en el rendimiento de un árbol. En general, la precocidad de la 
fructificación estás asociada con los patrones achaparrantes y la lentitud en el inicio de la 
fructificación con patrones vigorosos. 
Poda 
La poda es una de las actividades más importantes que se realizan en la plantación, 
puesto que tiene una incidencia fundamental sobre la producción. Evidentemente, la poda no 
puede suplir las deficiencias en otras actividades también claves, como el riego, la 
fertilización y la protección fitosanitaria del cultivo. Por lo tanto, su importancia debe 
contemplarse dentro de un conjunto integrado de técnicas. La finalidad de la poda se puede 
concretar en los siguientes puntos: 1) Inicialmente, conseguir una estructura del árbol 
adecuada a la tecnología de producción adoptada en la explotación, de forma que permita la 
máxima eficiencia y eficacia de la planta con un manejo lo más económico posible. 2) 
Posteriormente, regular la vegetación y mantener la estructura productiva del árbol en 
buenas condiciones. 3) Regular la producción en base a los criterios de calidad establecidos. 
4) Favorecer la respuesta del árbol respecto a la interacción con los factores del medio 
(principalmente con la luz), y facilitar la aplicación integrada de técnicas de protección y 
manejo del cultivo (Urbina et al., 1999). 
Según Priestley (1962) citado por Forshey y Elfving, 1989, la poda de invierno es 
probablemente la practica que más influye sobre el crecimiento de los brotes el año 
siguiente. Todos los tipos de poda suelen reducir el crecimiento total del árbol. Sin embargo, 
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la estimulación de un crecimiento vigoroso de los brotes por la poda es una respuesta 
antagonista pero muy probable. Numerosos trabajos indican que la poda de invierno induce 
un aumento del crecimiento vegetativo de los brotes (Forshey y Marmo, 1985). No obstante, 
la magnitud y la dirección de la respuesta del crecimiento de los brotes esta influenciadas por 
el tipo (Heading back, Thining-out y Spur) y la intensidad de poda (Quinlan, 1975 citado por 
Forshey y Elfving, 1989; Lord y Damon, 1983; Mika et al, 1983). Asimismo, una poda muy 
fuerte puede aumentar la longitud media de los brotes, aunque puede reducir su número de 
brotes hasta un punto en el cual, el crecimiento total de los brotes se reducirá. Por otra parte, 
la poda invernal siempre reduce el crecimiento del tronco, en los árboles de manzano (Mika, 
1986).  
El efecto de la poda de verano en el crecimiento de los brotes (ó sobre la sección del 
tronco) no es tan concluyente. Esta práctica reduce el crecimiento de brotes acortando la 
época de crecimiento (Elfving, 1976; Mica et al., 1983). En otros casos, el crecimiento de 
brotes no fue afectado, si no, fue aumentado por la poda de verano (Elfving, 1976; Green y 
Lord, 1983). Estos resultados contradictorios, están seguramente relacionados con el cultivar 
mismo, el vigor inicial del árbol, el tiempo, la intensidad y el tipo de poda en si, lo que 
complicaría la interpretación de los resultados en todos los casos (Forshey y Elfving, 1989) 
Relación Nitrógeno-Irrigación.  
La fertilización con nitrógeno aumenta el crecimiento de los brotes (Forshey, 1982, 
Tromp, 1983). Sin embargo, el aumento puede no ser evidente hasta uno ó dos años tras el 
tratamiento. La irrigación del suelo aumenta el número y el crecimiento de los brotes (Hipps, 
1992; Webster et al., 2000) y en las mismas condiciones el efecto puede ser mayor que 
aquello inducido por la fertilización (Hipps et al., 1997). De la misma manera, la 
fertilización con nitrógeno aumenta el crecimiento del tronco, así como el déficit hídrico del 
suelo suele diminuirlo (Forshey y Elfving, 1989). 
Fructificación. 
La fructificación reduce el crecimiento de los brotes y del tronco en el manzano 
(Forshey, 1982; Mika et al., 1986). La competición entre el crecimiento de brotes y la 
fructificación puede afectar el crecimiento del frutos y precisamente durante la fase I y II lo 
que se repercutiría en el tamaño del fruto en la recolección (Caruso, et al., 1997). Asimismo, 
accidentes como las heladas primaverales y algunas prácticas así como el aclareo de flores ó 
de frutos, generalmente aumentan el crecimiento de los brotes (Forshey y Marmo, 1985; Erf 
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y Proctor, 1987). Del mismo modo, la supresión del crecimiento vegetativo influye 
directamente en la fructificación, pues frecuentemente se ha comprobado que toda inhibición 
del crecimiento conduce a un aumento del número de yemas florales, y que mayores niveles 
de producción generalmente están correlacionados con una reducción del crecimiento 
vegetativo. Aun más, la longitud de brotes está afectada por la fructificación del año, pero 
también puede estar más influenciada por la fructificación del año anterior (Forshey, 1982). 
En definitiva, se trata de conseguir un equilibrio muy delicado, porque es también esencial 
mantener un cierto crecimiento para proporcionar área foliar y madera de fructificación que, 
compiten con los frutos por los productos de la fotosíntesis (Foshey y Elfving, 1989). 
De la misma manera, todo lo que podría interferir en el suministro de los carbohidratos; 
cualquier tipo de tratamiento que puede limitar la producción ó la difusión, como un exceso 
de sombra, aclareo... etc., implique una reducción del crecimiento de los brotes (Green y 
Lord, 1983; Caruso, et al., 1997).  
3. Medios disponibles para el control del crecimiento vegetativo 
Existe un balance delicado entre el crecimiento vegetativo y la productividad en los 
árboles frutales. Este equilibrio puede ser fácilmente alterado ya sea por necesidades 
comerciales exigentes, por errores de gestión agronómica ó por otras razones incontrolables, 
como unas condiciones climáticas anormales. La consecuencia sería un excesivo crecimiento 
vegetativo, negativamente relacionado con la calidad del fruto, el control de plagas y/ó 
enfermedades, y el rendimiento comercial.  
En el manzano como en otras especies frutales, la tendencia actual en los principales 
países y áreas de producción se dirige al establecimiento de plantaciones intensivas. En las 
modernas plantaciones de producción frutal, con distancias mínimas de separación entre 
árboles, se observa una tendencia a inducir sombras entre ellos por enredamiento de los 
brotes ó por altura excesiva. Por lo tanto, una parte importante de la copa del árbol queda no 
productiva  
Efectivamente, cuando la iluminación a través la copa de los árboles esta por debajo del 
nivel critico, una parte importante del árbol queda sin florecer. La formación de los flores no 
ocurre en el manzano expuesto a un nivel de iluminación inferior a 30 % de luz directa 
(Green, 1999). Además, la sombra afecta indirectamente la calidad del fruto. Entre otros 
caracteres de interés, la disminución del color del manzano tiene grandes repercusiones 
económicas.  
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En este caso, es fundamental conjugar los factores que influyen en el crecimiento de los 
árboles, para lograr el máximo aprovechamiento del espacio disponible y evitar, a la vez, 
toda interferencia en el desarrollo de los mismos. Para lograr ese deseado equilibrio deberán 
tenerse en cuenta, tanto el vigor previsible de las variedades y patrones que se pretenden 
plantar, como la fertilidad y otras características del suelo de la plantación.  
Entre las primeras consideraciones, se buscan siempre soluciones en la diversidad 
genética entre las variedades frutales. En efecto, la utilización de patrones o variedades poco 
vigorosas o enanizantes ha permitido con ciertas limitaciones, el control del crecimiento 
vegetativo de algunos árboles frutales entre ellos, el manzano. Sin embargo, los resultados 
de la investigación genética en este campo no están muy avanzados. Probablemente, el vigor, 
es un carácter de control poligénetico, y adicionado a la complejidad y diversidad de las 
estructuras y fenómenos biológicos involucrados en el desarrollo de las especies arbóreas, 
hace que este medio presenta todavía limitaciones importantes.  
A pesar de la introducción, precisamente para el manzano, de patrones enanizantes como 
el M9, la poda todavía es necesaria.  
La poda ha desempeñado un papel importante en el desarrollo de la fruticultura. Lo que 
se espera de la poda, a lo largo de la vida de un árbol, es asegurar una forma eficaz de la 
copa del árbol, una buena distribución de los frutos, y una mejor exposición a la luz, 
condiciones indispensables para la obtención de frutos de buen calibre y, particularmente, de 
buen color. Por otra parte, la calidad del fruto en los árboles con excesivo crecimiento 
vegetativo suele ser pobre, y su potencial de almacenamiento disminuye. Así mismo, el 
acceso a estos frutos en recolección es complicado, lo que tiene importantes repercusiones 
económicas. 
La expansión del empleo de patrones enanizantes en el manzano, junto a la disminución 
excesiva de la distancia entre árboles, agrava el problema. Efectivamente, esta disposición 
inadecuada necesita una poda fuerte para evitar el sombreado de los brotes. Y como ya 
explicada, la respuesta del árbol a la poda puede ser totalmente opuesta al efecto deseado.  
Frente a esta problemática, compleja y con repuestas antagonistas a ciertas prácticas 
utilizadas, se ha recurrido a un control químico solicitando los reguladores de crecimiento.  
4. Los reguladores de crecimiento. 
4.1. Introducción 
La utilización de reguladores de crecimiento para conseguir el control vegetativo de los 
árboles frutales empezó a finales de los años 60, con el desarrollo de la daminozida (SADH) 
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en el manzano. Históricamente, la estrategia más eficaz ha sido obtenida con este producto, 
comercializado más tarde con el nombre del Alar. Aunque los resultados relativos al 
crecimiento vegetativo, han sido irregulares, este producto llego a tener una gran difusión en 
la producción comercial de manzanas, gracias a otros efectos favorables inducidos sobre la 
fructificación y calidad del fruto, como el aumento del color en las manzanas rojas. Sin 
embargo, dicho regulador inducía una reducción del tamaño del fruto por achatamiento que 
era desfavorable con fines comerciales.  
Varios años después, con la aplicación de pinturas de auxinas ácido (naftalenacético al 
1%) fue posible eliminar los crecimientos vigorosos chupones, inducidos con las fuertes 
podas que se practicaban para reducir el tamaño de los árboles frutales, a medida que las 
explotaciones se modernizaron (Blanco Braña y Jackson, 1982).  
Posteriormente, se han evaluado diferentes inhibidores de crecimiento, como el ethefon, 
paclobutrazol, BAS 111, Triad, Tripenthenol,...etc, para controlar del crecimiento vegetativo 
de los árboles frutales. De forma general, estos biorreguladores provocan una reducción del 
crecimiento vegetativo y un incremento de la productividad.  
Durante varios años, la Daminozida (Alar) fue el único regulador de crecimiento 
eficazmente utilizado para controlar el crecimiento de los brotes en el manzano. En 1989, el 
Alar  fue retirado del mercado tras una gran polémica sobre los posibles riesgos para la 
salud derivados entre otras causas por las altas dosis aplicadas en el manzano (Miller, 1988). 
Posteriormente, se planteó el tratamiento con paclobutrazol. Sin embargo, este inhibidor 
también presentaba, en el manzano, el inconveniente de usar dosis muy elevadas; lo que 
unido a la alta estabilidad del producto, daba lugar a problemas de contaminación 
medioambiental, por lo que su uso ha sido muy restringido.  
El control del crecimiento de los árboles frutales sigue siendo, por lo tanto, una 
necesidad, especialmente para el manzano. Por ello, continua el desarrollo de nuevos 
compuestos con actividad inhibidora del crecimiento, uno de los cuales es el Prohexadione-
Calcium, otro inhibidor de la giberelina. 
4.2. El prohexadione-Ca: nuevo inhibidor de GA’s 
Las giberelinas (GA’s) son compuestos naturales que actúan como reguladores endógenos 
del crecimiento y desarrollo en los vegetales superiores. La mayoría de giberelinas 
pertenecientes a esta familia de compuestos no posee capacidad per se para regular el 
desarrollo de las plantas. De hecho, casi todas las giberelinas son precursores a productos 
inactivados, laterales o finales, de las rutas que sintetizan las GA’s activas. La capacidad 
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individual de cada giberelina para modificar el crecimiento, o su actividad biológica, se 
determinó en la década de los setentas mediante ensayos biológicos. 
Las giberelinas activas, y en algunos casos también los precursores de la giberelinas 
activas, son finalmente “desactivadas” con carácter irreversible. El mecanismo más común 
de desactivación es la incorporación de un grupo hidroxilo en la posición 2β. Las GA’s 2β-
hidroxiladas son, por tanto, productos finales de la ruta sintética sin actividad biológica. La 
presencia de un grupo ácido en la posición C-20 (GA tricarboxílica) también confiere 
inactividad irreversible. Así, las GA’s 2β -hidroxiladas, las GA’s tricarboxílicas, los 
conjugados de GA’s, y los catabólicos de GA’s (productos de catabolismo) tienden a 
acumularse in vivo, mientras que los intermediarios permanecen en niveles bajos (Talón, 
2000). 
El prohexadione-Ca, es un inhibidor de crecimiento que pertenece a una nueva generación 
de inhibidores de biosíntesis de GA’s: acilciclohexanediona. La estructura del prohexadione-
Ca es similar a la del 2-acido oxobylutarico, que es un co-substrato de la dioxigenasa, 
enzima que esta implicada en la hidroxilación de la ultima fase de la biosíntesis de 
giberelinas (Figura 1.1).  
 
 
 
Figura.1. 1 Estructura del prohexadione-Ca 
 
 
El primer sitio de actuación del prohexadione-Ca, parece ser la hidroxilación de la 
posición 3β, puesto que su aplicación reduce el nivel de GA1 (giberelina activa en el 
crecimiento) y da lugar a una acumulación inmediata de su precursor GA20 (inactiva) (Figura 
2) (Nakayama et al., 1990; Griggs et al., 1991; Brown et al., 1997; Evans et al., 1999). Este 
modo de acción es diferente al del paclobutrazol, que provoca la inhibición de la biosíntesis 
de giberelina en un paso inicial del proceso al ser un inhibidor de la kaureno oxidasa. Debido 
a que la GA1 es la giberelina directamente implicada en el crecimiento en extensión de los 
O
O
O
Ca
O
O -
++
-
 10 
brotes, se espera que el modo de acción del prohexadione-Ca sea más eficaz que otros 
inhibidores de crecimiento.  
La aplicación del prohexadione-Ca al manzano reduce el crecimiento de brotes, aunque 
dichos resultados están condicionados por la concentración del producto, fecha de aplicación 
y el número de tratamientos realizados (Unrath, 1999; Green, 1999; Miller, 2002). 
Este regulador de crecimiento es considerado como un producto químico no mutagénico 
ni cancerígeno y no tiene ningún efecto negativo sobre el medio ambiente (aves, abejas, ó 
micro-organismos del suelo) (Evans et al. 1999).   
El prohexadione-Ca, se absorbe, por las hojas, y se obtiene una respuesta máxima en un 
mínimo de 8 horas. Según Evans et al., (1999), únicamente el crecimiento de los brotes 
tratados esta afectado. Parece que el prohexadione no persiste en la planta y no afecta el 
crecimiento vegetativo del año siguiente. 
Efectivamente, se ha demostrado que este producto se degrada en las plantas superiores 
con un tiempo de vida medio de pocas semanas  En el seno de las plantas, generalmente se 
produce la formación del propano -1, 2, 3 - acido-tricarboxylico que se incorpora a la 
estructura de la planta. En el suelo, el prohexadione-Ca se descompone, generalmente en 
dióxido de carbono, con un tiempo de vida medio inferior a 7 días. Mientras que en agua, el 
prohexadione-Ca se degrada por fotolisis en dióxido de carbono y otros productos naturales. 
No se ha observado una acumulación de prohexadione-Ca en los tejidos de mamíferos 
(Evans et al., 1999).  
4.3. Efecto de los reguladores de crecimiento sobre los diferentes aspectos considerados en 
esta tesis  
Crecimiento vegetativo.  
El efecto más importante de inhibidores de crecimiento como los triazoles es la reducción 
del crecimiento vegetativo. Las plantas tratadas son más verdes y más compactas en altura 
(Fletcher et al., 2000). La reducción del crecimiento de brotes por la aplicación de triazoles 
es debida fundamentalmente a la menor elongación de los entrenudos y la eficacia de las 
dosis varía en función de especies y variedades (Davis y Curry 1991). El paclobutrazol, por 
ejemplo, inhibe el crecimiento en varias especies, incluyendo las acuáticas (Fletcher et al., 
2000). También se ha observado una mayor proporción de fibras de floemas (Thetford et al. 
1995). En los brotes de melocotonero, se ha encontrado menor proporción de xilema con un 
aumento de floema y de corteza, así como un aumento de la densidad de xilema (Aguirre y 
Blanco, 1992).  
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Los reguladores de crecimiento y entre ellos los triazoles influyen en el crecimiento de 
los raíces. Este efecto es distinto de un inhibidor a otro y de un material vegetal a otro (Davis 
et al., 1988). En la mayoría de los casos, particularmente con el Uni y PP333, se observa una 
estimulación del crecimiento de los raíces. Dicha estimulación esta probablemente 
relacionada con un aumento en la proporción de asimilados en los raíces debida a una menor 
demanda de los brotes.  
Iniciación floral.  
Existe un efecto de los reguladores de crecimiento y particularmente de los triazoles, 
sobre la iniciación floral de diferentes frutales, entre ellos el manzano (Fletcher et al., 2000; 
Blanco et al., 1989). Se ha observado un aumento del número de yemas florales relacionado 
con el control del crecimiento vegetativo tras las aplicaciones de paclobutrazol en primavera 
(El Hodairi y Canham, 1990). 
Fisiología de la hoja.  
En general, los inhibidores de crecimiento, como los triazoles, inducen numerosos 
efectos morfológicos sobre las hojas: reducen la superficie foliar, aumentan la cera de la piel 
y el grosor (Gao et al., 1987) y, por lo tanto, el peso seco de la hoja por unidad de área 
aumenta (Davis et al., 1988). Las hojas tratados parecen también de un verde más oscuro, 
(Fletcher y Arnold 1986; Fletcher et al., 1988). Se ha podido comprobar, en algunos casos, 
que efectivamente aumenta el contenido de clorofila (Thetford et al., 1995; Davis et al., 
1988; Sankhla et al., 1997) y que había una mayor presencia de cloroplastos en una 
superficie pequeña de hoja (Khalil, 1995). 
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Figura 1. 2 Esquema simplificado de la biosíntesis de geberelinas y el principal punto de 
inhibición por el prohexadione-Calcium (MVA=ácido mevalónico, 
IPP=Isopentenil-fosfato, GGPP=Geranilgeranilbifosfate). 
 
 
Otros estudios sobre el melocotonero (Blanco, et al., 1997) revelaron un aumento lineal 
de la densidad de estomas por unidad de área foliar proporcional a la concentración de 
paclobutrazol aplicada. Así mismo, la longitud de dichos estomas disminuye linealmente.  
Balance de carbono.  
Asimismo, los reguladores de crecimiento pueden influir sobre la fijación del carbono y 
su acumulación en manzano. Los inhibidores de crecimiento como las daminozidas ó PP333 
no tienen un efecto considerable sobre la tasa de fotosíntesis neta al nivel de la hoja, aunque 
indirectamente, puede disminuir la fotosíntesis de toda la planta, por la reducción del área de 
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la hoja. El mantenimiento de una tasa de fotosíntesis normal podría deberse a una alteración 
en las relaciones hídricas en la planta. De hecho, estudios anatómicos en melocotonero 
tratado con paclobutrazol, demostraron que en los brotes del año, la densidad de vasos 
leñosos aumentan aunque su diámetro disminuye (Aguirre y Blanco, 1992). Además, varios 
trabajos reportaron un aumento de la fotosíntesis (Blanco et al., 1997). Se han encontrado 
alteraciones en el potencial hídrico de las hojas (Swietlik y Miller, 1983). Además, estudios 
más detallados sobre la respiración, han mostrado, una notable disminución de la actividad 
respiratoria con dichos compuestos (Davis et al., 1988; Wang y Lin, 1992). 
Producción de frutos.  
En numerosos trabajos, se ha demostrado que los reguladores de crecimiento también 
tienen un efecto sobre la producción, y calidad de la fruta. Se han obtenidos aumentos de la 
productividad del manzano con aplicaciones del paclobutrazol, este producto también induce 
mayor firmeza, más sólidos solubles y mejora el color de las manzanas rojas (Fletcher et al., 
2000).  
Asimilados.  
Los reguladores de crecimiento influyen sobre la acumulación de carbono, y también 
pueden influir sobre la forma, distribución y concentración de carbohidratos en los árboles. 
Efecto que parece estar muy relacionado con el patrón (Zeller et al., 1991 a, b). Se han 
descritos efectos de la daminozida aumentando el nivel de almidón en tipos distintos de 
árboles (Grochowska 1973 citado por Forshey y Elfving, 1989). Así mismo, se observaron 
aumentos de carbohidratos y almidón en hojas tras la aplicación de paclobutrazol (Hao et al., 
1991, Thetford et al., 1983). Como se ha demostrado el aumento de la concentración de 
sorbitol y almidón en las hojas de ‘Spartan’/MM106 tratadas con inhibidor de crecimiento 
(Steffens et al., 1985).  
Los inhibidores de crecimiento y especialmente los triazoles, tienen un efecto sobre la 
nutrición mineral. Este efecto es función del patrón, de la parte vegetativa considerada y del 
regulador de crecimiento en cuestión (Zeller, 1991b). Así mismo, se han encontrado 
incrementos de la concentración de algunos elementos minerales en hojas y en brotes 
analizados durante el reposo invernal de árboles tratados con PP333 (Blanco et al., 2002 a y 
b). También se ha estudiado el efecto del mismo biorregulador sobre la nutrición del fruto en 
el manzano (Davis et al., 1988; Yelenosky et al., 1995; Val et al., 1997). Varios autores 
(Green, 1991) han descrito un aumento de la concentración de calcio en los frutos tratados 
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con paclobutrazol. Asimismo, los desórdenes relacionados con la deficiencia del calcio se 
han visto atenuados, como el bitter pit o la descomposición interna. 
 
El uso de inhibidores de crecimiento en el control del crecimiento vegetativo presenta 
efectos segundarios directos ó/y indirectos que pueden constituir consecuencias de gran 
interés agronómico. Un conocimiento básico, y mínimo, es estrictamente necesario para 
optimizar la utilización de dichos compuestos con un máximo rendimiento y aprovecho. 
Poca información existe sobre la utilización del prohexadione-Ca en la inhibición del 
crecimiento vegetativo del manzano. Y por su desarrollo en EEUU, prácticamente toda la 
información esta relativa a dichas condiciones experimentales. Así mismo, todavía se 
desconocen los efectos segundarios de dicho compuesto. Aunque se plantea registrar y 
comercializar este producto en España, no existe información sobre su actividad inhibidora 
de crecimiento y aun menos sobre otros aspectos relacionados. 
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Objetivo general de la tesis 
 
Las condiciones cada vez más restrictivas respecto al uso de los reguladores de 
crecimiento en fruticultura y la reciente aparición en el mercado de un producto que, en 
principio, no conlleva los problemas de otros compuestos de síntesis, han propiciado el 
presente estudio, independiente del llevado a cabo por el compañía propietaria. 
Se plantea la evaluación agronómica del prohexadione-Ca para su utilización en el 
cultivo del manzano en las condiciones de Valle de Ebro, haciendo especial referencia a sus 
repercusiones en la morfo-fisiología de la planta. 
 
Este objetivo general se pretende alcanzar evaluando:  
1. Distintos métodos de utilización del prohexadione-Ca, que proporcionen la 
información para proponer normas de uso respecto a la fecha de aplicación, concentración, y 
número de aplicaciones. 
2. El  rendimiento del cultivo y la calidad del fruto en función de la inhibición 
del crecimiento provocada por dicho regulador. 
3. Los efectos morfo-fisiológicos que induce el regulador de crecimiento sobre 
brotes, hojas y copa del árbol.  
4. La evolución de macro y micro nutrientes foliares a lo largo de la estación y 
como se modifica por la acción del prohexadione-Ca. 
5. La concentración de carbohidratos solubles en hojas, frutos y brotes.  
6. El efecto del prohexadione-Ca sobre el color de las manzanas rojas. 
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Material y Métodos Generales. 
 
1. Material vegetal y localización de los ensayos 
El trabajo de esta tesis ha sido realizado sobre variedades comerciales de manzano 
utilizando (excepto un ensayo), árboles adultos.  
Durante los tres años de experimentación (1999 a 2001), hemos trabajado sobre cuatro 
variedades de manzana: ‘Golden Smoothee’, ‘Fuji’, ‘Royal Gala’ y ‘Red Gala’. Estas 
variedades fueron elegidas por su importancia entre las variedades cultivadas en el Valle de 
Ebro. 
Los ensayos con la variedad ‘Golden Smoothee’, han sido realizados en las plantaciones 
del grupo ALM, en las finca ‘El cerradico’ de Quinto de Ebro al sureste de Zaragoza. La 
plantación en cuestión es del año 1987, los árboles están injertados sobre el patrón M9 y la 
variedad polinizadora es la ‘Starcrimson’.  
Los árboles ‘Royal y Red Gala’, también son una finca situada en Aguilar de Ebro 
(Zaragoza). La plantación es del año 1996. Ambas variedades han sido injertadas sobre el 
patrón M9, también del grupo ALM. La variedad polinizadora en este caso la variedad 
polinizadora es la ’Red Delicious’.  
Dos ensayos han sido llevados acabo con la variedad ‘Fuji’, uno en 1999, con una 
plantación madura de 1995 en Epila, en el Norte de Zaragoza. El segundo ensayo con la 
variedad ‘Fuji’ ha sido realizado en la Estación Experimental de Aula Dei en Zaragoza. Los 
árboles eran jóvenes, con dos años de edad en la época del experimento, cultivados en 
macetones de 75 litros de volumen, sobre un substrato constituido por dos volúmenes de 
turba y uno de arena. El patrón utilizado en ambos casos fue el M9. 
2. Ensayos realizados y diseños experimentales.  
Con el objetivo de facilitar la compresión y el seguimiento del trabajo realizado en el 
desarrollo de esta tesis, se presentaran los ensayos realizados (tal como los resultados) no por 
orden cronológico sino en función de las variedades utilizadas.  
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Variedad ‘Golden Smoothee’ 
Primer ensayo (Año experimental l999), [Ens. 1] 
Durante este primer año experimental se realizó un ensayo sobre la variedad ‘Golden 
Smoothee’, en el que se evaluaron distintas concentraciones de prohexadione-Ca (100, 200 y 
400 mg L-1) comparándolas con un control no tratado. Los árboles elegidos tenían, al 
principio de la temporada, un perímetro de tronco medio de 42.16 cm ± 3.60 cm. El objetivo 
de este ensayo consistió en obtener una primera aproximación a la dosis adecuada de 
prohexadione-Ca. La aplicación de dicho producto se realizó el 05 de mayo equivalente a 30 
días después de la plena floración, cuando los brotes tenían, próximamente 18 cm de 
longitud. Los tratamientos se diseñaron en bloque al azar con 5 repeticiones. 
Segundo ensayo (Año experimental 2000), [Ens. 2] 
Con el objetivo de comprobar los resultados obtenidos el año anterior, se evaluaron otra 
vez las mismas concentraciones de prohexadione-Ca (100, 200 y 400 mg L-1), comparándolas 
con un control no tratado. Los árboles elegidos en este año tenían un perímetro medio de 
37.51 cm ± 4.70 cm. Todos los tratamientos se realizaron en la misma fecha. Aunque se 
adelantaron las aplicaciones (de 10 días) al 18 de abril lo que corresponde a 20 días tras 
plena floración, cuando los brotes tenían una longitud media de 12 cm. En este ensayo 
también, los tratamientos se diseñaron como bloques al azar con 6 repeticiones. 
Tercer ensayo (Año experimental 2000), [Ens. 3] 
El objetivo principal de este ensayo, fue la comparación de dos métodos de aplicación del 
inhibidor de crecimiento en cuestión: aplicación foliar y al suelo, debido a las ventajas 
económicas y prácticas que puede presentar este último método. Los árboles elididos para 
este ensayo tenían un perímetro medio de 37.21 cm ± 4.70cm. Se ha comparado una 
aplicación foliar de 125 mg L-1 a 3 aplicaciones al pie de los árboles (0.1, 1 y 5 g por árbol). 
Todos los tratamientos se realizaron cuando los brotes del año tenían una longitud media 
aproxima de 12 cm, el 18 de abril, lo que corresponde a 20 días tras plena floración. Los 
tratamientos se organizaron según un diseño de bloques al azar con 4 repeticiones. 
Cuarto ensayo (Año experimental 2001), [Ens. 4] 
El ultimo ensayo diseñado con la variedad ‘Golden Smoothee’ se realizó en el tercer año 
experimental. Los árboles constituyendo este ensayo tenían un perímetro medio de 38.90 cm 
± 3.97 cm. Las concentraciones elegidas fueron 125, 125+125, 250 y 250+250 mg L-1 
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comparándolas con un control no tratado (Lo que equivale a dos concentraciones, aplicadas 
en unos tratamientos, una vez, y en otros, dos veces). Las primeras aplicaciones se realizaron 
el 14 de abril, lo que corresponde a 12 días tras la plena floración, cuando los brotes tenían 
próximamente 5 cm de longitud. La segunda aplicación de prohexadione-Ca (cuando se 
aplico en dos veces) se realizó el 11 de junio, lo que corresponde a 70 tras plena floración. 
Todas las aplicaciones se realizaron por vía foliar. El diseño experimental, en este caso 
también fue en bloques al azar con 5 repeticiones.  
Variedad ‘Fuji’ 
Primer ensayo (Año experimental 1999), [Ens. 5] 
El primer ensayo efectuado con la variedad ‘Fuji’ ha sido realizado en Epila. Los árboles 
constituyendo este ensayo tenían un perímetro medio de 18.45 cm ± 0.71 cm. Las 
concentraciones aplicadas fueron  comparándolas a un control no tratado, lo que equivale a 
tres concentraciones de prohexadione-Ca, aplicadas una ó dos veces al cabo de 20 días 
(excepto la concentración de 400 mg L-1 que ha sido aplicó solo una vez). En el mismo 
ensayo, esta serie de 6 tratamientos han sido iniciadas a dos fechas de aplicación distintas. 
La primera el 15 de Abril lo que corresponde a la plena floración y la segunda 20 días más 
tarde, lo que equivale al 5 de mayo. En total, este ensayo esta constituido por 11 tratamientos 
organizados en un diseño de bloque al azar con 4 repeticiones.  
Segundo ensayo (Año experimental 2001), [Ens. 6] 
El segundo ensayo realizado con la variedad ‘Fuji’ fue planteado en Aguilar de Ebro. Los 
árboles constituyendo este ensayo tenían un perímetro medio de 17.23 cm ± 3.32 cm. Se 
llevaron a cabo seis tratamientos con prohexadione-Ca comparándolos con un control sin 
tratar. Los tratamientos consistieron: 125, 125+125, 125+50, 250, 250+250, y 250+50 mg L-
1. Así se estudia la contribución de 3 efectos (a parte del efecto bloque), la concentración, la 
repetición de la aplicación ó no-repetición y la dosis de la segunda aplicación  
Las primeras aplicaciones fueron realizadas en plena floración, el 27 de marzo (la longitud 
de los brotes del año fue de 1-3 cm). Las segundas aplicaciones (si procedían) se realizaron 
el 4 de junio, lo que corresponde a 69 días tras plena floración. En total, este ensayo esta 
constituido por 7 tratamientos organizados en un diseño de bloques al azar con 4 
repeticiones.  
En este ensayo, ha sido importante la fecha de la segunda aplicación que se decidido 
retrasar vistos los resultados obtenidos anteriormente. En segundo lugar, comprobamos la 
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necesidad de una segunda aplicación, con la misma concentración del producto ó 5 veces 
menor con la aplicación agronómica que puede tener.  
Tercer ensayo (Año experimental 2001), [Ens. 7] 
Este ensayo fue realizado en la Estación Experimental de Aula Dei, con árboles de dos 
años la variedad ‘Fuji’, plantados en macetones (mezcla 2/1 de turba y arena). En este caso 
solo se estudia el efecto de la concentración del prohexadione-Ca. Tres dosis 25, 50, y 75 
han sido comparadas a un control sin tratar. El tratamiento se realizó cuando los brotes 
tenían una longitud media 19 cm, el día 06 de junio. El total de cuatro tratamientos se 
efectuaron en un diseño de bloque al azar con 4 repeticiones. El objetivo principal de este 
ensayo es el estudio de la distribución de materia seca entre los distintos órganos de la 
planta.  
Variedad ‘Gala’ 
Primer ensayo, variedad ‘Royal gala’ (Año experimental 2000), [Ens. 8] 
Con el objetivo de comprobar la acción del prohexadione-Ca sobre otra variedad roja, se  
planteó un ensayo con ‘Royal Gala’ en Aguilar de Ebro. Los árboles constituyendo este 
ensayo tenían un perímetro medio de 30.18 cm ± 6.23 cm. El ensayo consistió en 4 
tratamientos de prohexadione-Ca comparados a un control sin tratar. 125, 125+125, 250, 
250+250 mg L-1. Los tratamientos se organizan para investigar dos efectos: la concentración 
del producto y la repetición de la dosis. La primera aplicación del producto se realizó el 25 
de Abril lo que corresponde a 28 días tras la plena floración. Entonces los brotes del año 
tenían una longitud media aproxima a 18 cm. La segunda aplicación se realizó el 17 de 
mayo, lo que corresponde a 50 días tras la plena floración. Los 5 tratamientos constituyentes 
del ensayo se organizaron según diseño de bloque al azar, con 4 repeticiones. 
Segundo ensayo, la variedad ‘Red Gala’ (Año experimental 2001), [Ens. 9] 
Este ensayo fue realizado en Aguilar de Ebro, con el objetivo principal de estudiar el 
efecto del producto sobre los nutrientes de hojas y frutos. Los árboles constituyendo este 
ensayo tenían un perímetro medio de 30.70 ± 4.06 cm. Se decidió aplicar un rango de 
concentraciones, amplio que consistió en: 125, 250, 375, 500 mg L-1 comparados con un 
control sin tratar. La única fecha de tratamiento fue el 27 de marzo, lo que corresponde a 
plena floración. Los 5 tratamientos del ensayo se organizaron en un diseño de bloques al 
azar, con 4 repeticiones.  
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En la Tabla 3.1, recapitulamos los datos relativos a cada ensayo para facilitar la 
obtención de la información. 
 
Todos los tratamientos se aplicaron vía foliar utilizando un atomizador de 25 litros, se 
añadió agua, y el producto en cuestión, un mojante: Tween 20 a 0.25%. La cantidad de 
mezcla utilizada por árbol varió en función del volumen del árbol. Así para un árbol de ± 40 
cm de perímetro de tronco se utilizaron 2 litros como en el caso de los árboles de la variedad 
‘Golden Smoothee’, mientras a los árboles ‘Fuji’ con una área de tronco de ± 20 se ha 
aplicado 1litro y medio.  
3. Aspectos considerados en este trabajo 
En esta tesis, se estudio el efecto del prohexadione-Ca sobre el manzano a través 
distintos caracteres cuantitativos y cualitativos que pueden presentarse según dos grandes 
enfoques: uno agronómico y otro morfo-fisiológico. Si bien, los caracteres propiamente 
morfo-fisiológicos considerados en este trabajo tienen un marcado interés agronómico. 
Dentro del primer enfoque, y visto la novedad del producto en cuestión, se ha dedicado 
una especial atención al desarrollo del método de aplicación del prohexadione-Ca para el 
control del crecimiento vegetativo del manzano. Se ha estudiado: la concentración óptima, y 
la fecha de aplicación más eficaz de este producto, así como el número de aplicaciones 
necesarias durante la temporada. 
Para evaluar el efecto del producto sobre el crecimiento vegetativo, se realizó un 
seguimiento del crecimiento de los brotes desde la fecha de aplicación del producto hasta el 
final de la temporada (apróximamente, una medición cada 15 días). Asimismo, se efectuó al 
final de la temporada, después de la caída de hojas, un muestreo destructivo, que permitió la 
descripción de los brotes, en términos de longitud total, peso fresco y seco, numero de 
nudos, longitud de entrenudos, y contenido de humedad relativo. Asimismo, se determinó al 
principio y al final de cada año experimental y para cada ensayo, el incremento relativo del 
área de la sección de troncos de los árboles para evaluar el crecimiento total de la parte 
aérea. En algunos ensayos, el crecimiento vegetativo de la copa del árbol a través las 
mediciones del PAR (Radiación Fotosintéticamente Activa) y LAI (Índice de Área Foliar) 
con el LAI 2000. 
La aplicación agronómica de este producto se concreta con el estudio en paralelo del 
efecto de prohexadione-Ca sobre la producción, crecimiento y calidad del fruto. Se estudió la 
evolución del diámetro y altura del fruto, firmeza de pulpa, concentración de sólidos 
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solubles, acidez del fruto, el pH.,....etc. En la recolección se registraron la producción por 
árbol, el peso medio del fruto y distintos parámetros que evalúan la calidad del fruto.  
Un especial interés ha sido dedicado el efecto del prohexadione-Ca sobre el color de las 
manzanas rojas. Por una parte, se estudiará el efecto sobre el porcentaje de superficie roja 
evaluando con un índice establecido de 0-5 (verde - totalmente roja). Por otra parte se han 
evaluado, con un medidor de color los parámetros de cromaticidad en las dos caras de la 
manzana (las partes más y menos expuestas al sol). El análisis de los parámetros L* 
(luminosidad), el Hº (tono ó Hue angle) et el C (chroma ó saturación) serán por último, 
relacionados con las mediciones de pigmentos contenidos en la piel de la manzana.  
El segundo enfoque de esta tesis es el estudio de los posibles efectos de este producto 
sobre diferentes aspectos -más propiamente- fisiológicos del manzano. 
Se dedico un especial interés a las alteraciones fisiológicas inducidas por el inhibidor de 
crecimiento sobre las hojas del manzano. Se han realizado, (en algunos ensayos durante los 
tres años experimentales, que se especificaran en el capitulo relativo a esta parte), un mínimo 
de tres muestreos de 40 hojas cogidas del tercio medio de los brotes del año. Se mide el área 
foliar; el grosor y el peso especifico. Por otra parte, se mide sobre los mismos muestreos de 
hojas, la cantidad de clorofila con el SPAD y/ó con un espectrofotómetro.  
Se han realizados, durantes los tres años experimentales, un estudio del efecto del 
producto sobre la evolución de los macro y micro nutrientes en hoja. La determinación de las 
concentraciones de los elementos minerales Ca, Mg, Fe, Mn, Cu y Zn en hojas, se ha 
efectuado por métodos de espectroscopia de absorción atómica, la de P por el método 
vanodomolibdo-fosfórico y la de K por emisión de llama. El N se evaluara por el método de 
Dumas.  
También, se ha estudiado el efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido y la 
distribución de los carbohidratos entre los órganos vegetativos y reproductivos. Se 
cuantificaran diferentes azucares por HPLC en las hojas, frutos y en algunos ensayos, en 
brotes.   
En todos 2 ensayos de la variedad ‘Golden Smoothee’, nos hemos interesado por el 
efecto del regulador de crecimiento sobre una de las alteraciones fisiológicas post-
recolección más importantes para las manzanas tipo Golden: el ‘bitter pit’. 
4. Análisis estadísticos. 
Los análisis estadísticos han sido realizados utilizando el programa estadístico SAS 
(Statistic System Analisis, 1989).  
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Para los parámetros medidos a lo largo del tiempo, sobre el mismo material vegetal, se 
han realizados los análisis estadísticos especificados según Meredith (1991) y Nelson 
(2000). El factor más importante que se tiene que considerar es el hecho de que los valores 
no son independientes de una fecha a otra. Si por ejemplo, se considera una curva de 
crecimiento, los valores que se miden en una fecha dada vendrán estrechamente relacionados 
con los tomados en la medida anterior. Por este tipo de datos, se utilizara una aplicación 
existente dentro del procedimiento GLM del SAS/STAT, específicamente diseñada con este 
fin.  
El procedimiento de ‘Repeated Measures Análisis of Variance’ RM-Anova, nos 
proporciona información a dos nivel: en primer lugar ‘Between Subject Effects’ es una parte 
del programa que nos proporciona el análisis global de los perfiles de evaluación a lo largo 
de las distintas fechas de muestreo. En segundo lugar ‘Within Subject Effects’ se analizan las 
diferencias existentes entre muestreos, y las interacciones que existen entre los distintos 
factor (tratamiento y bloque) con el muestreo. Dado que, (como ya hemos comentado) los 
valores no son independientes entre un muestreo y otro, además de la prueba F 
convencional, que presupone independencia se adjuntan dos valores ajustados (Greenhouse-
Geisser y Huynh-Feldt) para nuestra consideración (Meredith y Stehman, 1991, 
IAMZ/CIHEAM, 2000 a). 
Visto la naturaleza de los efectos constituyendo los diferentes tratamientos: diferentes 
concentraciones del producto, diferentes fechas de aplicaciones, varios modos de aplicación, 
distintos número de aplicaciones, el método más adecuado de comparar las medias según 
Gomes y Gomes (1984), y Romagosa (IAMZ/CIHEAM, 2000 b), es el método de 
comparación de medias según los contrastes ortogonales a un grado de libertad. En las tablas 
recapitulativas se especificara las comparaciones de medias realizadas ó los contrastes 
realizados según el interés y el sentido que puede tener cada comparación específica en cada 
ensayo y para cada parámetro considerado.  
El procedimiento de ‘Repeated Measurements’, también genera contrastes polinómicos 
ortogonales. Efectivamente, el análisis del efecto del tratamiento a lo largo de tiempo 
quedaría incompleto sin la descripción de las curvas (lineal, cuadrática ó cúbica) de 
respuesta al tratamiento, así como la interacción de la tendencia con el tratamiento. 
Por otra parte, para cada muestreo (en cada fecha), y para los tratamientos con una cierta 
estructura, se realizara un análisis de regresión estudiando la tendencia lineal y cuadrática del 
efecto. Dichos análisis han sido realizados vía coeficientes ortogonales polinómicos de 
diferentes grados. Cuando los tratamientos tienen intervalos iguales se utilizara la tabla 
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citada por Gomez y Gomez (1984). En los demás casos, se calcularan los coeficientes según 
las ecuaciones presentadas por Gomez y Gomez (1984). 
Para algunas variables, se ha sentido la necesidad de realizar un análisis de covarianza 
(Ancova) según Proc GLM con el fin de expresar el efecto del tratamiento sobre una primera 
variable de interés X corrigiendo por otra variable Y. 
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Tabla 3. 1 Recapitulación de la información relativa a los ensayos realizados durante los tres años de experimentación.  
Ensayo Variedad Año Tratamientosα Aplicación  Recolección 
1 Golden Smoothee 1999 0, 100, 200, y 400 mg L-1 F                (total de 4 tratamientos) 30 DTPF (05 abril) 11/09 
2 Golden Smoothee 2000 0, 100, 200, y 400 mg L-1 F                             (total de 4 trat.) 20 DTPF (18 abril) 12/09 
3 Golden Smoothee 2000 0, 125 mg L-1 F 0.1, 1 y 5 g /árbol S               (total de 5 trat.) 20 DTPF (18 abril) 12/09 
4 Golden Smoothee 2001 0, 125, 125+125, 250, y 250+250 mg L-1 F     (total de 5 trat.) 1º 12 DTPF (14 abril) 
 2º 70 DTPF (11 junio) 
14/09 
5 Fuji 1999 0, 100, 100+100, 200, 200+200, 400  mg L-1 F 
     
100, 100+100, 200, 200+200, y 400  mg L-1 F 
(Total de 11 trat.)
1º PF (15 Abril), 2º 20 DTPF  
 
1º 20 PF, 2º 40 DTPF  
 
28/10 
6 Fuji 2001 0,125, 125+125, 125+50, 250, 250+250,  
   y 250+50 mg L-1 
(Total de 7 trat.) 
1º PF (27 Marzo), 2º 69 DTPF. 24/10 
7 Fuji 2001 0, 25, 50, y 75 mg L-1                                                            (Total de 4 trat.) 
 
06 junio -- 
8 Royal Gala 2000 0, 125, 125+125, 250,y 250+250 mg L-1    ……(Total de 5 trat.) 1º 28 DTPF (25 Abril), 
2º 50 DTPF 
16/08 
9 Red Gala 2001 0, 125, 250, 375, y 500 mg L-1………………………(Total de 5 trat.) 
 
Plena floración (PF) 27/08 
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Prohexadione-Ca inhibits vegetative growth 
of ‘Golden Smoothee’ apple trees. 
 
Ratiba Medjdoub, J., Val, A., Blanco. 
Estación Experimental de Aula Dei (CSIC), Apartado 202. 50080 Zaragoza. Spain 
 
Abstract 
Experiments to test the effectiveness of prohexadione-ca as a growth inhibitor in apple 
trees have been carried out along three years in the middle Ebro Valley (Spain). Also, 
secondary effects on fruit quality and flower initiation were evaluated. the application of 100 
to 400 mg L-1 of prohexadione-ca to ‘golden smoothee’/m9 apple trees resulted in the 
inhibition of shoot growth, increasing the effect with the concentration, and a greater 
inhibition was obtained when the trees were first sprayed 12 to 20 days after full bloom 
(DAFB). However, a second spray is usually needed to maintain the inhibition as a regrowth 
of the shoots in the treated trees generally occurs. The effectiveness of the second 
application is related to the concentration applied and the date of the first spray. The relative 
increase in trunk-cross-sectional area has not been affected by the growth inhibitor. No 
negative effects on yield and fruit quality have been found. Flower initiation in the following 
year has not been affected either. concentrations of 100 to 200 mg l-1 applied shortly after 
full bloom should be recommended, bearing in mind that a second application might be 
necessary 6 to 8 weeks later.  
Keywords: apple tree, growth inhibition, fruit quality, shoot growth, BAS 125W. 
Introduction 
The control of plant size in deciduous fruit species has been a major concern for growers 
during decades. Trees of small size, crop in advance to standard trees, grow fruits of better 
quality, and production costs are reduced. In apple (Malus domestica L. Bork.), the use of 
dwarfing rootstocks allows the control of tree growth. This control of tree growth has lead to 
an increase in planting densities, which, in turn, has caused new problems of shading among 
trees, particularly in years in which the crop has been lost due to severe spring frost damage. 
For decades, the use of plant growth inhibitors was spread among fruit growers (Miller, 
1988; Fletcher et al., 2000). Nevertheless, the low level of safety of the chemicals used, or 
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the very high concentrations used and their great stability, which was leading to soil 
contamination, have driven to the withdrawal of the compounds, or the reduction in their 
use. Thus, growth control remains as a problem for the apple grower. However, a new plant 
bioregulator is now being registered in Europe for use as plant growth inhibitor in apple: 
prohexadione-calcium (bas 125w), a chemical that is considered as a safe compound as it 
metabolises rapidly, and low concentrations are needed to control apple tree growth (Owens 
and Stover, 1999; Unrath, 1999). 
The major apple growing area in Spain is located along the Ebro valley, and golden type 
cultivars still account for almost half the total production. Although M9 is the rootstock most 
widely used, the long growing season, and the generally high doses of nitrogen fertilization 
used for decades results in great extension growth of the apple trees. Consequently, it is of 
great interest to study the efficacy of prohexadione-Ca as a plant growth inhibitor for 
golden type apple trees under these growing conditions.  
Material and methods 
From 1999 to 2001, four experiments were performed in a mature commercial orchard of 
‘Golden Smoothee’/m9 apple trees owned by the ALM group, in Quinto de Ebro (Zaragoza, 
Spain), in the middle Ebro Valley. The orchard was managed during the course of the 
experiments according the usual cultural practices of the area. 
Experiment 1. A preliminary experiment was performed in 1999, choosing the trees as 
uniform as possible, having in average a trunk-cross sectional area (TCSA) of 136.9 ± 18.0 
cm2 at the start of the experiment. a range of concentrations of prohexadione-ca (100, 200, 
and 400 mg L-1) were sprayed and compared to untreated control trees. The treatments were 
applied on 5 may 1999, 29 days after full bloom (DAFB), when the shoots were in average 
18 cm long.  
The experiment was designed as randomized blocks with 5 replications, and using the 
tree as the experimental unit. 
Experiment 2. In the year 2000, the same treatments as the year before were applied to 
new trees of the same orchard, to confirm results from experiment 1. The trees had in 
average 114.1 ± 30.6 cm2 TCSA. The treatments were applied on 20 DAFB, when shoots 
were in average 12 cm long. The experiment was again designed as randomised blocks with 
4 single tree replications. 
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Experiment 3. To test the possibility of soils applications of prohexadione-Ca to control 
vegetative growth, trees of 110.2 ± 1.8 cm2 of average DAFB were treated with 0.1, 1 and 5 
g/tree, and these were compared to an untreated control and a foliar spray of 125 mg L-1. to 
apply the soil treatments, appropriate amounts of prohexadione-ca were dissolved in 2 L of 
water, and the solution poured on the soil around the trunk. 
Experiment 4. In 2001, trees of 121.6 ± 23.6 cm2 of TCSA were used for the experiment, 
in which two concentrations of prohexadione-ca: 125 mg L-1 and 250 mg L-1 were sprayed 
once, on April 14, 2001, 12 DAFB, or twice, the second time on June 4, 69 DAFB. The 
experiment was designed as randomised blocks with 5 replications, and using the tree as 
experimental unit. 
To apply the foliar sprays of prohexadione-ca (3-oxido-4-propionyl-5-oxo-cyclohexene-
carboxylate, DAFB), the solutions were prepared by dissolving the appropriate amounts in 
water, adding to all solutions 0.1 % (v/v) twen20 as a wetting agent. The trees were sprayed 
to run-off. The tree was the experimental unit, and these were blocked by location within the 
rows. All experiments had four replications and randomized complete block designs were 
used in all experiments. 
Shoot length was measured on several occasions along the growing season. In 
experiments 1, 2 and 3, five randomly selected shoots were tagged at the start of the growing 
season, and measured thereafter, and in the experiment 4, three terminal and five lateral 
shoots were tagged and recorded. In winter, after leaf fall, 10 shoots per tree, randomly 
selected, were cut and their length, fresh and dry weight, and node number and internode 
length recorded. Besides, trunk girths were measured in winter, before the start and at the 
end of the experiment to work out the trunk-cross-sectional area (TCSA), and its relative 
increase. 
At the time of commercial harvest, the fruits from the different experiments were picked, 
the yield was weighted, and the fruits counted on a tree basis. The mean fruit weight, crop-
load and productivity were worked out from these data. a sample of 20 fruits per tree was 
randomly selected, to evaluate fruit quality parameters. The length and diameter of single 
fruits, flesh firmness of the most coloured side, and the opposite one was measured with an 
Effeggi Penetrometer (using the 11.1 mm tip), and the soluble solids content with a pr-101 
Atago digital Refractometer was recorded also on both sides of the fruit. Titriable acidity 
was measured in juice obtained from the whole sample. 
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In experiments 1 and 2, a whole box of fruit per tree (around 20 kg weight) randomly 
selected was subjected to cold storage (4º c) for 3 months, to evaluate bitter pit incidence.In 
the experiment 1, return bloom was determined in the following year by counting all 
blossom clusters per tree and was expressed in terms of blossom cluster per TCSA. 
Data were analyzed by ANOVA and GLM procedures with (when necessary) adequate 
analysis for repeated measures using SAS software (Statistical Analyze System, SAS 
Institute). The analysis advocated in this paper uses the intrinsic continuity of the repeated 
measures. Since data were chronologic, (for instance, series of measurement of shoot 
length), time was considered a factor in the statistical analysis of the within-tree variation 
(repeated measures analysis of variance). Since values are not independent between a sample 
and another, besides the conventional F test, that presupposes independence, two adjusted 
values (Greenhouse-Geisser (G-G) and Huynh-Feldt (H-F)) were considered (Gomez and 
Gomez, 1984; Meredith and Stehman, 1991; Delwiche y Slaughter, 1998). The study of the 
interaction time × treatment partitioned into their linear, quadratic and cubic orthogonal 
components was also carried out. For each date, means were compared by linear and 
polynomial regressions or compared by single degree-of-freedom contrasts depending upon 
the comparison considered, calculating the polynomial coefficients for treatments with 
unequal intervals (when necessary) (Gomez and Gomez, 1984).  
Results  
Experiment 1. The inhibiting effect of prohexadione-Ca on shoot growth was clearly 
observed few weeks (61 DAFB) following the application of the chemical (Table 4.2). 
However, later in the growing season, between 91 and 106 DAFB, a regrowth of shoots from 
the prohexadione-Ca treated trees was observed. The greatest inhibiting effect was recorded 
in the trees treated with 400 mg L-1. The analysis carried taking into account the recording 
date (within subject effect) showed that the effect of prohexadione-Ca was different for each 
date (P≤0.05). Prohexadione-Ca had a significant effect (P≤0.05) on the polynomial 
tendency of the growth patterns of shoots at the third degree level.  
Measurements made in the following winter on a larger sample size showed a 
significant effect of the chemical on shoot length, fresh weight and dry weight (Table 4.3), 
decreasing linearly the values of these parameters as the concentration of prohexadione-Ca 
increased. The shorter length of shoot in the prohexadione-Ca treated tees was due to a 
decrease in the length of the internodes, particularly when prohexadione-Ca was applied at 
the greatest concentration (Table 4.3).  
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The relative increase in TCSA was slightly smaller in the prohexadione-treated trees, 
but differences with the control trees were not statistically significant (Table 4. 3). 
Harvest was carried out on 10 September, 1999. It was found that cropping was not 
affected by the application of prohexadione-Ca (Table 4.3), as the yield, number of fruits, 
mean fruit weight and productivity were similar to those of the control trees. To assess fruit 
quality at harvest, different parameters were evaluated (Table 4.4).  
 
Table 4.2. Effect of different concentration of prohexadione-Ca on shoot extension growth 
(cm) in ‘Golden Smoothee’ apple trees (Experiment 1). 
ns,*, not significant or significant to the P≤ 0.05 respectively. This symbol at means level is the 
significance for the contrast control vs. each treatment. L, linear tendency.  
 
 
Table 4.3 Effect of prohexadione-Ca on the final length, and on weight of shoots, and on the 
relative increase in TCSA in ‘Golden Smoothee’ apple trees (Experiments 1 & 2) 
ns,*,**: not significant or significant to the P≤ 0.05, and 0.01, respectively. 
 
Treatment Shoots lengths (cm) 
DAFB 31 46 61 76 91 106 121 136 
Control   (Untreated) 20.2 29.0 33.6  36.2   36.3 36.3   39.6 40.3 
100         (mg L-1) 19.9 25.6 26.6  27.3   27.6 28.5   30.3* 32.0 
200 20.7 25.9 26.8  27.1   27.2 28.2   30.6 32.6 
400 20.0 24.9 25.1  25.6*   26.9* 28.8   30.6 31.7 
Control vs.  treatment ns ns * * * * * ns 
Treatments 
Shoot length 
(cm) 
Internode 
Length (cm) 
Shoot fresh 
weigh (g) 
Shoot dry 
weight (g) 
TCSA 
(%) 
Experiment 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
0    (Untreated) 46.1 46.2 2.6 2.4 11.55 9.3 5.7 5.3 2.9 10.4 
100   (mg L-1) 37.1 35.6 2.7 1.7 6.35 11.1 3.2 6.4 0.7 3.8 
200  32.7 33.7 2.0 1.6 7.54 9.2 3.7 5.6 1.1 7.2 
400  29.6 32.9 1.9 1.8 6.25 8.2 3.3 4.9 1.3 5.0 
Control vs. 100  ns * ns ns ns ns * ns ns * 
Control vs. 200  * ** ns ns * ns * ns ns ns 
Control vs. 400  * * * ns * ns * ns ns ns 
Tendency           
Linear * ** * * * ns * ns ns ns 
Quadratic ns * ns * ns ns ns ns ns ns 
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No effects were found except for the diameter and soluble solids content of the fruits, 
both decreasing linearly (P≤0.05) as the prohexadione-Ca concentration increased (Table 
4.4). Russeting was observed in fruits from all treatments, but the differences with the 
untreated controls were not significant. 
Fruit samples cold stored at 4ºC for 3 months showed an increase in bitter pit incidence 
(Table 4) in all treatments. These increases followed a linear pattern, and the fruits from 
trees treated with 200 and 400 mg L-1 had always a lower incidence than those left untreated 
(P≤0.05) (Table 4.5). 
 
Tabla 4.4 Effect del prohexadione-Ca on yield, number of fruits per TCSA, soluble solids, 
fruit relative humidity and diameter en ‘Golden Smoothee’ apple trees 
(Experiments 1 & 2). 
ns,*,**, not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, respectively. This symbol at means level is 
the significance for the contrast control vs. each treatment. L, linear tendency.  
 
Experiment 2. Shoot growth was recorded along the growing season, and since very 
early in the season, (50 DAFB) a significant reduction of the length of shoots was found in 
the prohexadione-Ca treated trees compared to the untreated controls (Table 4.6). A 
significant linear or quadratic tendency of shoot length was detected (P≤0.001) at each 
recording date. 
The statistical analysis (within subject analysis) showed the influence of prohexadione-
Ca on shoot growth was different with time (P≤0.001). Furthermore, this inhibitor 
significantly alters the polynomial tendency (1, 2 and 3 degree) of shoot growth along the 
season (P≤0.001).  
The impact on shoot extension growth was confirmed in winter, when shoot length was 
recorded in a greater sample (Table 4.3). Again, the length of the internodes decreased 
Treatment Yield (kg/tree) No. fruits/cm
2 
Soluble 
Solids (%) 
Relative 
humidity (%) 
Diameter 
(mm) 
Experiment 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
0    (Untreated) 79.1 35.0 3.6 2.3 12.2 14.1 95.6 82.7 68.7 74.2 
100  ( mg L-1) 74.0 39.3 3.2 2.4 12.1 13.9 96.0 83.5 68.6 76.1 
200 86.8 39.6 4.4 2.3 11.8 13.2** 96.0 84.3 64.6 73.7 
400 83.2 35.4 4.4 2.3 11.7 13.2* 95.4 84.3 61.7 71.5 
Tendency ns ns ns ns L* L** ns L* L* ns 
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significantly (P≤0.05) following a linear or quadratic pattern. On the contrary, shoot fresh 
weight, dry weight and humidity were not affected. The measurements of trunk girths at the  
 
Table 4.5 Effect of prohexadione-ca on Bitter pit incidence in apple stored 3 months in cold 
‘Golden Smoothee/M9, Experiments 1). 
 
 
 
 
ns,*, not significant or significant to the P≤ 0.05 respectively. L, linear tendency.  
 
start and the end of the experiment showed that the relative increase in TCSA of the trees 
treated was again lower than in the untreated controls, but only in the 100 mg L-1 treatment, 
this difference was significant (P≤0.05) (Table 4.3). 
No differences in yield, and other cropping parameters were observed at harvest (Table 
4.4). Soluble solids content of fruits was the only quality parameter affected by 
prohexadione-Ca, decreasing linearly the values with increasing concentrations of the 
growth inhibitor (P≤0.01). Measurements of fresh and dry weight of fruits did not show 
significant differences among treatments, but the relative fruit water content increased 
linearly (P≤0.05) when increases the concentration applied. 
Under cold storage conditions, fruits from the prohexadione-Ca treatments were less 
affected by bitter pit than those from the controls (around 15 % less), but differences were 
not statistically significant (Data not shown).  
Experiment 3. The application of prohexadione-Ca to the soil did not result in a reduction of 
vegetative growth under our experimental conditions. The foliar spray of 125 mg L-1 
significantly (P≤0.05) inhibited shoot extension growth up to 65 DAFB. Since this date, a 
regrowth of shoots was recorded and no significant differences with the control were 
detected at the end of the growing season (Data not shown). No effects on cropping were 
observed for any of the treatments. 
Treatment Bitter pit incidence (%) 
Day of storage 30 60 90 
Control            (Untreated) 66.37 70.20 78.33 
100                   (mg L-1) 47.30 62.04 72.43 
200 24.24 41.81 53.55 
400 22.53 43.45 57.14 
Control vs. 100 ns ns ns 
Control vs. 200 * ns * 
Control vs. 400 * ns * 
Tendency L* ns L* 
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Table 4.6 Effect of prohexadione-Ca on the evolution of shoot length in ‘Golden Smoothee’ 
apple trees (Experiment 2). 
ns,*, *** not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.001 respectively.  
 
Experiment 4. Prohexadione-Ca inhibited growth of both terminal and lateral shoots 
since the beginning of the growing season (Table 4.7). According to the analysis in which all 
recording dates are taken into account, a significant inhibition of growth occurred in the 
prohexadione-Ca treated trees (P≤0.01). The interaction between prohexadione-Ca and the 
recording date was significant (P≤0.01), according to the F test, and G-G and H-F corrected 
tests. This means that the effect varied with time. Also, the interaction among prohexadione-
Ca and time for the growth pattern of shoots was quadratic (P≤0.01).  
Within each recording date, significant differences between the prohexadione-Ca 
treatments and the control were found. In terminal shoots, the reduction of growth was 
significant until 95 DAFB (Table 4.7). However, measurements made the following winter 
in a greater sample of shoots showed that only trees treated with 250 mg L-1, sprayed once or 
twice, had significantly shorter terminal shoots (Table 4.8). Lateral shoots in trees treated 
with 125 mg L-1 of prohexadione-Ca were significantly shorter than in the untreated ones 
until 50 DAFB,  
Shoots lengths (cm) Treatment 
DTPF 35 50 65 80 95 110 125 
Control   (Untreated) 18.45 29.15 37.40 41.58 43.70 47.55 50.15 
100    (mg L-1) 16.97 20.38 24.25 28.95 30.75 34.90 38.75 
200     16.37 19.25 20.75 23.48 25.40 28.75 32.50 
400     16.55 18.78 20.67 23.48 23.70 26.40 30.47 
Control vs. 100    ns *** *** *** *** *** *** 
Control vs. 200    * *** *** *** *** *** *** 
Control vs. 400    ns *** *** *** *** *** *** 
Tendency        
Linear ns *** *** *** *** *** *** 
Quadratic  ns *** *** *** *** *** *** 
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Table 4.7 Effect of different concentration of prohexadione-Ca on the final length of lateral and terminal shoot, fresh and dry in ‘Golden 
Smoothee’ apple trees (Experiments 4). 
 
 
Treatment Lateral shoot length (cm) Terminal shoot length (cm) 
DAFB 20 35 50 65 80 95 20 35 50 65 80 95 
Control (Untreated ) 11.0 18.8 22.1 26.0 27.2 27.2 16.7 27.4 33.9 41.3 41.7 42.1 
125        (mg L-1)  12.9 14.5 15.6 22.0 24.4 24.8 15.4 17.3 17.7 26.1 28.2 28.8 
125+125           10.5 13.6 15.6 22.2 23.3 23.6 14.6 17.8 21.2 28.7 30.4 31.9 
250  11.8 13.8 15.2 20.0 23.0 24.6 16.9 17.2 18.6 24.5 27.8 28.9 
250+250  8.2 9.1 10.0 13.9 14.2 14.4 13.1 16.4 17.9 21.2 25.1 25.6 
Control vs. 125             ns * *** ns ns ns ns ** *** * ns ns 
Control vs. 125 +125        - - - - ns ns - - - - ns ns 
Control vs. 250 ns ** ** * ns ns ns ** *** ** * ns 
Control vs. 250+250        - - - - * * - - - - *** ns 
125 vs. 250 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
125 vs. 125+125 - - - - ns ns - - - - ** ** 
250 vs. 125+125 - - - - ns ns - - - - ** ** 
250 vs. 250+250 - - - - * * - - - - ** ** 
125+125 vs. 250+250 - - - - * * - - - - ** ** 
L. Tendency (0, 125, 250) ns ** ** ns ns ns  ns ** ** ** ** ** 
ns,*,**, ***: not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01 and 0.001, respectively. L, linear. 
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Tabla 4.8.Effect of different concentration of prohexadione-Ca on the final length of lateral and terminal shoot, fresh and dry weight  in ‘Golden 
Smoothee’ apple trees (Experiments 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ns,*,**,  not significant or significant to the P≤ 0.05, and 0.001, respectively.  
Treatment Final shoot 
length (cm) 
Nodes 
number 
Internode 
Length (cm) 
Shoot fresh 
weight (g) 
Shoot dry 
weight (g) 
 Lat. Ter. Lat. Ter. Lat. Ter. Both shoots 
Control       (Untreated) 32.5 41.2 15.9 26.1 2.0 1.7 5.8  2.6 
125 22.8 34.9 15.9 22.7 1.8 1.6 4.1 2.0 
125+125 26.2 31.6 15.8 22.5 1.7 1.5 4.2  2.2 
250 24.9 27.7 14.4 20.1 1.6 1.4 3.2  1.6 
250 +250 20.9 25.8 15.2 19.7 1.5 1.3 4.3  2.1 
Control vs. 125             ns ns ns ns ns ns * ns 
Control vs. 125 +125        ns * ns ns ns ns * ns 
Control vs. 250 ns * ns ns ns ns ** * 
Control vs. 250+250        * * ns ns ns ns * ns 
125 vs. 250 ns ns ns ns ns ns ns ns 
125 vs. 125+125 * * ns ns ns ns ** ns 
250 vs. 125+125 * * ns ns ns ns ** ns 
250 vs. 250+250 * * ns ns ns ns ** ns 
125+125 vs. 250+250 ns ns ns ns ns ns ns ns 
Linear tendency  (0, 125, 250) ns * ns ns ns ns * ns 
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and the second spray of this concentration was not effective to control the regrowth of shoots 
(Table 4.8). In the trees sprayed with 250 mg L-1, the growth inhibiting effect was recorded 
until 65 DAFB, and the second application of this concentration maintained the inhibition 
(Table 4.8). 
 
Table 4.9.Effect of different concentration of prohexadione-Ca applied once on 12 DAFB or 
a second time 65 DAFB on yield, number of fruits per TCSA, number of fruits of 
TCSA, mean fruits weight, and soluble solidos fruits and length and diameter in 
‘Golden Smoothee’ apple trees (Experiment 4).  
ns,*,**, not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, respectively. 
 
Records on node number and internode length showed no significant effects of 
prohexadione-Ca, although a certain reduction in the length of the internode (17.5 %) was 
observed. A significant decrease in the fresh weight of shoots, both terminal and lateral was 
recorded in winter (Table 4.8). The application of 250 mg L-1 applied once promoted the 
greatest decrease in shoot fresh weight (45 %) compared to the control, and this was the only 
treatment that caused a significant reduction in the shoot dry weight (Table 4.8). The relative 
increase in TCSA in this experiment was similar for all treatments (data not shown). 
The trees yielded at harvest an average of 79.1 ± 23.0 kg per tree (Table 4.9), and no 
differences among treatments were recorded. No differences were also found on the number 
of fruits grown and the mean fruit weight. Regarding fruit quality parameters, only fruit 
shape, estimated by the L/D ratio, experimented increases (P≤0.05) of 2.65 % in fruits from 
the prohexadione-Ca treatments compared to controls, being the greatest increase (5.88 %) 
the corresponding to the 125 mg L-1 treatment (P≤0.01). No differences in russeting 
incidence were observed among treatments.  
Treatment Yield 
 
No. 
Fruits / cm2 
Mean 
 fruit weight
Solubles 
 solids 
Length  Diameter L/D 
 Kg/tree  (g) (%) (mm) 
0         (Untreated) 85.85 5.60 128.39 14.59 57.34 67.68 0.85 
125     (mg L-1) 63.49 3.61 151.61 14.21 63.67 70.79 0.90 
125+125 74.17 4.27 150.63 14.69 61.99 71.58 0.87 
250 97.91 4.95 155.75 13.31 59.48 68.96 0.86 
250+250 74.16 4.27 156.24 14.62 59.99 70.79 0.86 
Control vs. treatment ns ns ns ns * * * 
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After 3 months of cold storage, the development of bitter pit was greater in the 
prohexadione-Ca treated trees than in the controls although they did not differ significantly 
(data not shown). 
Discussion 
Prohexadione-Ca has shown to be an effective inhibitor of vegetative growth in ‘Golden 
Smoothee’/M9 apple trees when applied as a foliar spray. On the contrary, soil applications 
of doses ranging up to 5 g/tree did not affect vegetative growth, opposite to the effects 
observed when paclobutrazol is applied as a soil treatment (Blanco, 1989; Fletcher et al., 
2000). The difference in response may be due to the great stability of paclobutrazol (Jung et 
al., 1986) and the rapid degradation of prohexadione-Ca (Evans, et al., 1999).  
The effectiveness of the foliar sprays of prohexadione-Ca varied according to the 
concentration sprayed and the date of application. Concentrations of 200 and 400 mg L-1 
applied 20 to 30 DAFB induced a level of inhibition of 27 and 36 % of the control, while the 
application of 100 mg L-1 when applied 30 DAFB did not result, at the end of the growing 
season, in any growth reduction. However, when this concentration was sprayed earlier (20 
DAFB) the inhibiting effect remained until the following winter. According to Byers and 
Yoder (1999), 75 % of the extension growth in apple trees occurs along 30 days following 
full bloom, so that the control of extension growth could be achieved when a maximum 
inhibition is obtained during this period. Although the different weather conditions of the 
two years (1999 and 2000) may account for the differences in the response, the greater effect 
obtained in experiment 2, for all treatments, may be due to the advance in the application 
date. Different workers (Byers and Yoder, 1999; Unrath, 1999; Miller, 2002) have found 
greater inhibitions when the chemical was applied at full bloom or even after 12 DAFB. 
Similar results have been found when daminozide was sprayed to apple trees (Miller, 1988).  
A regrowth of shoots in the prohexadione-Ca treated trees has been consistently 
observed. The level of regrowth also depends on the concentration and date of application, 
and also, according to Miller (2002), to the weather conditions. Consequently, a second 
application of the growth inhibitor is required to prevent the regrowth of shoots, in 
accordance with the observations made by Unrath (1999) and Green (1999). A greater 
growth inhibition was obtained when a second application was made (experiment 4). In this 
trial, the second spray of 125 mg L-1 applied 75 DAFB did not avoid the regrowth of shoots, 
as this happened to occur between 50 and 70 DAFB. When trees were treated with 250 mg 
L-1, shoot regrowth also started around 50 DAFB, but continued until 95 DAFB, with a 
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greater relative growth rate between 80 and 95 DAFB. Consequently, the second spray of 
this concentration, made on the same date (75 DAFB), effectively controlled the regrowth of 
shoots. Thus, the effectiveness of the second application of prohexadione-Ca strictly depends 
upon the concentration applied in the first date, and the date in which the regrowth happens 
to occur. Prohexadione-Ca is a chemical rapidly metabolized in the plant tissues (Evans et 
al., 1999), and this may well be the reason for which one single application of the compound 
would not be enough to control shoot growth in apple trees. 
The reduction in shoot length is due to a shortening of the internodes. This effect has 
been consistent through out all the experiments, and confirms data obtained by other workers 
(Byers and Yoder, 1999). A reduction of shoot fresh weight and dry weight has been found 
as also observed by Byers and Yoder (1999) in ‘Stayman’ and ‘Starkrimson’ apple tree. The 
relative increase of TCSA has not shown a consistent effect of prohexadione-Ca, but other 
workers (Byers and Yoder, 1999) have shown a decrease in this parameter of 25 % when 
applying greater concentrations than those we have used. 
Prohexadione-Ca has not affected cropping efficiency. In all the trials, the yields of trees 
treated with the growth inhibitor have been similar to those in the control trees. Besides, the 
prohexadione-Ca treatments that have been effective in the inhibition of shoot growth have 
not affected fruit quality. Generally, no effects or small increases in fruit yields have been 
found when applying other growth inhibitors as daminozide and paclobutrazol (Blanco, 
1989). 
The treatments of prohexadione-Ca that successfully control shoot growth have not 
affected fruit quality, contrary to the results obtained when other growth inhibitors are 
sprayed. The reviews of Miller (1988) and, Fletcher et al., (2000) show that, generally, 
effective applications of daminozide or paclobutrazol to inhibit vegetative growth in apple 
trees usually imply unwelcome effects on fruit quality: smaller size and a flatter shape, 
increased rusting, etc. In experiments 1 and 2, a smaller content of soluble solids has been 
found, in accordance with the results of Green (1999). This decrease in the content was 
correlated with the increase in the relative water content. The increase in the water content of 
the fruits in apple trees treated with prohexadione-Ca, has also been observed in peach trees 
treated with paclobutrazol (Blanco et al., 2002). 
The application of plant growth inhibitors as daminozide or paclobutrazol generally 
results in a smaller incidence of bitter pit and other storage disorders (Miller, 1988; Green, 
1999). We have found in our experiments conflicting results when evaluating the bitter pit 
incidence: in experiments 1 and 2, a decrease in the bitter pit incidence was observed, while 
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in experiment 4 a certain increase was observed. This effect in trial 4 could be related to the 
slightly greater size of fruits in the prohexadione-Ca treated trees, as fruit size and bitter pit 
incidence are correlated (Fergusson and Watkins, 1989). 
Flower initiation is enhanced in apple trees treated with plant growth inhibitors as 
daminozide or paclobutrazol (Estabrooks, 1993), which results in an increase in fruit 
thinning costs in the following year. On the contrary, in the experiments reported in this 
paper, testing prohexadione-Ca in ‘Golden Smoothee’ trees, we have not found any 
significant effect on flower initiation. 
Conclusion 
To conclude, it has been shown that prohexadione-Ca is a bioregulator that effectively 
inhibits shoot extension growth in ‘Golden Smoothee’ apple trees, when applied as a foliar 
spray in two dates, one when shoot growth starts, and a second time, later in the growing 
season, at the beginning of the regrowth of shoots. Concentrations ranging from 100 to 200 
mg L-1 are appropriate to control shoot extension growth in ‘Golden Smoothee’ apple 
orchards under Southern European growing conditions and management practices. Besides, 
this chemical has no negative effects on fruit quality at harvest, and on flower initiation. 
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Vegetative Growth of Red Apple cultivars  
 
Ratiba Medjdoub, J. Val, and A. Blanco 
Estación Experimental de Aula Dei (CSIC), Apartado 202. 50080. Zaragoza. Spain 
Abstract 
Prohexadione-Ca has been evaluated as an inhibitor of growth for apple in several 
vigorous cultivars: ‘Fuji’, ‘Royal Gala’ and ‘Red Gala’, under the growing conditions of the 
Ebro Valley. Different concentrations and spray timings have been tested. The greatest 
inhibition of shoot extension growth was obtained when prohexadione-Ca was first spray 
from full bloom (FB) up to 12 days after full bloom (DAFB), with concentrations around 
200 mg L-1. A regrowth of shoots later in the growing season (around 60 DAFB) may be 
related to the doses first applied rather than to climatic conditions. A second application is 
then needed to maintain the inhibition of growth, although for this second spray a lower 
concentration may be used. The inhibiting effect of prohexadione-Ca was greater in lateral 
shoots than in terminal shoots. The reduction of shoot length was mainly due to a reduction 
in the internode length. No effects on yield have been found except for Red Gala, in which, 
an increase in crop-load was recorded, and consequently a decrease in fruit size. No negative 
effects on fruit quality were observed, but, only in `Fuji’, an increase in the fruit red colour 
was promoted by prohexadione-Ca. 
Introduction 
The control of vegetative growth in fruits orchards is still a challenge, particularly for 
apple growers. For this reason, the development of compounds with growth inhibiting 
activity still continues. Prohexadione-Ca, an acylcyclohexadione, is a new plant growth 
chemical, jointly developed by BASF (Limburgerhof, Germany) and Kumiai Chemical 
Industry (Tokyo). It was first used on rice and small grains in Japan and has been developed 
and introduced for registration in the United States for use on apple (Malus× domestica 
Borkh), and peanut (Arachis hypogaea L.), and in several European countries for use on 
small grains and apple. It reduces shoot growth by inhibiting late stages of gibberellins (GA) 
biosynthesis, particularly the hydroxylation of GA20 to GA1 (Rademacher, 1993; Griggs et 
al., 1991; Byers and Yoder, 1999; Evans et al., 1997; Unrath, 1999). 
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This compound is easily absorbed by the leaves, translocated mainly acropetally, 
although a limited basipetal transport also occurs, and is rapidly excreted, for which it has 
been designated as a ‘reduced risk’ chemical. For this reason, the use of this chemical in 
integrated orchard management is under consideration. 
Prohexadione-Ca has extensively been tested in the United States, (Rademarcher, 1993; 
Evans et al., 1999; Costa, 2001; Miller, 2002). On the contrary, little information is available 
on the effects of prohexadione-Ca under European conditions. Several apple growing areas 
in Europe and other continents are located in temperate weather regions, characterized by 
high summer temperatures and low air humidity, and also by long growing periods. The 
middle Ebro Valley, in Spain, is an area with these climatic conditions, and one of the largest 
apple producers in Europe.   
Initial tests of this growth inhibitor under the middle Ebro Valley growing conditions 
have shown that applied when new shoot growth is between 5 and 10 cm long, 
prohexadione-Ca has provided an effective control of shoot extension growth in Golden 
Smoothee trees, with no negative effects on yield and fruit quality (Medjdoub et al, 2003). In 
this paper, the results of experiments carried out to test the effectiveness of prohexadione-Ca 
on vigorous cultivars as Gala and Fuji are presented. The aim was to determine the optimum 
concentrations and timing of application of prohexadione-calcium to control vegetative 
growth of apple trees, as well as the effects of this chemical on yield and fruit quality. 
Material and methods 
Four experiments were carried out in commercial orchards, owned by the ALM Group, 
in two different locations in the Middle Ebro Valley: Epila and Aguilar de Ebro close to 
Saragossa (Spain), and a fifth were performed at the Estación Experimental de Aula Dei 
(Saragossa). The commercial orchards were grown according to the usual practices of the 
farms. 
Experiment 1. In 1999, forty-four mature ‘Fuji’/M9 apples trees were selected from a 
commercial orchard in Epila (Zaragoza, Spain). Trees were blocked into 4 groups 
(replications) of twelve trees of 18.5 ± 0.7 cm mean trunk girths. Different prohexadione-Ca 
treatments were applied: 100, 100+100 (the second spray applied 21 days later), 200, 
200+200 (21 days later), and 400 mg L-1, and were compared to an untreated control. This 
treatments were applied in two series, one starting at full bloom (FB), (15 April) and the 
second 21 days after full bloom (DAFB).  
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Experiment 2. In 2000, twenty mature ‘Royal Gala’/M9 apple trees were selected as 
uniform as possible in an orchard at Aguilar de Ebro, with an  average trunk girth of 30.2 ± 
6.2 cm, and were treated with 125, 125+125, 250, 250+250 mg L-1 of prohexadione-Ca and 
compared an untreated control. The first application of the chemical was made on 25 April 
(28 DAFB), when the current year shoots were in average 18 cm long. The second 
application was carried out 17 May, (50 DAFB). 
Experiment 3. In 2001, twenty eight mature ‘Fuji’/M9 apple trees were selected in 
Aguilar de Ebro. In this experiment, the tree used had in average 17.2 ± 3.3 cm trunk girth. 
Six treatments of prohexadione-Ca were applied: 125, 125+125, 125+50, 250, 250+250, 
250+50 mg L-1 and were compared to an untreated control. The chemical was first applied at 
FB (27 March), when shoots were approximately 3 cm long, and the second application was 
sprayed 69 DAFB (4 June). 
Experiment 4. In 2001, twenty mature ‘Red Gala’/M9 apple trees (76 ± cm2 TCSA) 
were selected in Aguilar de Ebro. Trees were blocked into 4 groups of five trees of 30.8 ± 
4.1 cm trunk circumference. Concentrations of 0, 125, 250, 375, and 500 mg L-1 of 
prohexadione-Ca were applied in FB (27 March). 
Experiment 5. In 2001, an experiment was carried out at the Experimental Station of 
Aula Dei, to study the distribution of dry matter between the different organs of the plant 
(shoots, branches, trunk and root system). Sixteen two year-old ‘Fuji’/M9 apple trees, grown 
in 70 L pots (2 compost and 1 sand, and drip irrigated) were treated with three doses of 
prohexadione-Ca: 25, 50, and 75 mg L-1 and compared to a control. The chemical was 
sprayed when shoots had growth in average a length of 19 cm.  
The trees were sprayed to run-off with a mechanical back sprayer. The solutions for the 
treatment were prepared by solving the appropriate amounts of prohexadione-Ca in water, 
and in all cases 0.1 % (v/v) Tween20 as wetting agent. The trees were blocked by location 
within rows. All experiments had four blocks and randomized complete block designs were 
used in all experiments. 
In experiments 1 to 4, five lateral shoots per tree were tagged and periodically recorded 
throughout the growing season. For experiments 3, 4 and 5, three more terminal shoots were 
measured. In winter, once dormancy had started, (Expts.1-4), average shoot length, number 
of nodes/cm, fresh and dry weight, and relative humidity of ten shoots were measured.  
In Experiment 5, the length of all the shoots in each tree was also recorded periodically, 
and the rate of shoot extension growth calculated. The measurements were made on days 0 
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(date of spray), 21, 35, 51, 61, and 119 days after the application. Five intervals were 
established and the growth rate of shoots was calculated according to two methods: one in 
terms of extension growth by number of days of the interval (F1) and the second in terms of 
growth degree units (GDU) (F2).  
 
  F1   
SGR: Shoot growth rate. 
Gt: Shoot Growth in day t 
G(t-1): Shoot growth in day t-1. 
 
                             
        F2         ∑∑ −−−
−=
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SGR: Shoot growth rate. 
Gt: Shoot growth in t date 
G(t-1): shoot growth in t-1 date 
I t GDU degrees accumulated until the day t 
I(t-1): GDU degrees accumulated until the day t-1 
 
At the end of the growing season the measurement of all shoots was also carried out. 
At harvest, the fruit was picked, counted and weighed. Fruit number was expressed as 
crop-load: number of fruits per cm2 of TCSA. In experiments 1 and 2, 10 fruits were 
randomly sampled from each tree at harvest, and in experiments 3 and 4, 20 fruits were 
collected for the evaluation of quality parameters. For colour evaluation, 30 fruits were 
measured. The quality parameters measured were flesh firmness (Effegi penetrometer fitted 
with an 11.1 mm tip), soluble solids (ATAGO PR-101 digital refractometer), pH and acidity 
(g of malic acid per liter of juice), and diameter and length of fruits. The percentage of red 
color was estimated according to the following scale, the 0 (green); 1 (< 25 %); 2 (≥ 25 % < 
50 %), 3 (≥ 50 %  < 100 %), 4 (100 %). 
Data were analyzed by ANOVA and GLM procedures (when necessary) with adequate 
analysis for repeated measure data using SAS software (Statistical Analyze System, SAS 
Institute, 1989). The analysis advocated in this paper considers the intrinsic continuity of the 
days ingrowthofperiod
GG
SGR tt )1( −
−=
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repeated measures factor by focusing on response curves. Since data were chronologies, 
(series of measurement of shoot length), time had to be considered as a factor in the 
statistical analysis of the within-tree variation (repeated measures analysis of variance). Our 
interest was to study the effect of time × treatment interaction, partitioned into their linear, 
quadratic and cubic orthogonal components. For each date, means were compared by linear 
and polynomial regressions or compared by single degree-of-freedom contrasts depending 
upon the comparison considered, calculating the polynomial coefficients for treatments with 
unequal intervals (when necessary) (Gomez and Gomez, 1984; Meredith, 1991; Delwiche, 
and Slaughter, 1998).  
Results 
Experiment 1. The analysis of patterns along the growing season showed a significant 
effect of the prohexadione-Ca treatments (P ≤ 0.001) on the cubic tendency of the curves 
representing the evolution of shoot growth. 
The treatments of prohexadione-Ca that were applied at FB significantly inhibited shoot 
growth (Table 5.10) in ‘Fuji’ apple trees from 21 DAFB until the end of the growing season. 
Regression analysis of the treatments consisting of single applications showed a linear trend, 
decreasing the length of shoots with increasing concentrations of prohexadione-Ca. The 
treatments including repeated sprays increased the inhibiting effect of the single applications 
during the growing season, but the measurements made in winter on a larger sample of 
shoots showed that the effect was highly significant. The shorter length of the shoots in the 
prohexadione-Ca treated trees was due to a significant shortening of the internodes (Table 
5.11), as the number of nodes did not vary. 
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 Table 5.10. Effect of concentration and time of application of prohexadione-Ca on shoot 
extension growth of ‘Fuji’/M9 apple trees measured in different dates along the 
growing season. 
 
 Shoot length (cm) 
DAFB 21 41 61 81 111 131 
1      Control (untreated)  19.3 40.8 48.9 49.9 51.2 51.7 
Treatments starting at FB      
2      100  13.4 27.8 36.7 41.0 43.3 44.2 
3      100 +100 (20 DAFB) 12.6 20.3 23.1 25.9 28.7 35.0 
4      200 13.9 23.4 27.5 29.8 34.1 40.3 
5      200 + 200 (20DAFB) 13.2 16.7 17.7 19.9 21.2 22.8 
6      400 11.8 17.5 17.8 18.3 18.8 23.8 
Control vs. treated  * *** *** *** ** 
Comparisons between treatments∝     
2 vs. 3 * ** ** ** ns 
4 vs. 5 * * * * * * 
Tendency (0, 100, 200, 400) L**, Q* L** L** L** ns 
Treatments starting 20 DAFB      
7     100 21.1 31.5 32.6 33.5 35.8 38.7 
8     100 +100 (40 DAFB) 17.9 29.0 29.8 32.0 33.6 36.2 
9     200 22.0 35.2 36.8 39.0 43.1 50.3 
10   200 + 200 (40DAFB) 19.5 31.1 32.1 33.6 34.4 38.2 
11   400 18.9 29.7 31.0 31.6 33.5 38.3 
Control vs. treated - ** *** *** *** * 
Tendency (0, 100, 200, 400) - - L*, Q* L*, Q* Q* ns 
Comparison by contrast      
1 vs. 2 *** *** ** * ns ns 
3 - *** *** *** *** * 
4 ** *** *** *** ** ns 
5 ** *** *** *** *** *** 
6 *** *** *** *** *** *** 
7 ns ** ** ** ** ns 
8 - ** *** *** ** * 
9 ns ns ** * ns ns 
10 - - *** ** ** * 
11 ns ** *** *** ** (ns) 
2 vs. 7 - ns ns ns ns ns 
3 vs. 8 - - - ns ns ns 
4 vs. 9 - ** * * ns ns 
5 vs. 10 - - ** ** * * 
6 vs. 11 - *** ** ** ** * 
ns,*,**,***, not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, 0.001 respectively. 
∝, similar comparisons for the treatments starting 20 DAFB were not significantly different. 
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Table 5.11 Effect of prohexadione-Ca treatments either starting at FB or 20 DAFB on the 
final length (cm) of shoots and internodes, number of nodes per shoot, and on 
crop-load (no. of fruits/ cm2 TCSA) mean fruit weight (g) and percentage of 
fruits with more than 50% of the surface well coloured. (‘Fuji’/M9). 
 
 Shoot length 
Internode 
length 
No. 
Nodes 
Crop-load 
 
Mean fruit 
weight 
Red 
colour
1 Control   (untreated)  44.4  2.7 16.4 5.2 274.2 51.1 
Treatments starting at FB α      
2 100  27.2  1.9 13.9 6.2 241.2 68.9 
3 100 +100 (20 DAFB) 27.0  1.8 15.7 5.3 263.9 82.9 
4 200 27.7  1.6 16.9 5.9 203.9 66.7 
5 200 + 200 (20DAFB) 25.2  1.4 18.0 5.7 222.2 62.2 
6 400 22.9  1.3 18.0 7.4 209.0 71.1 
Control vs. treated  *** *** ns ns ns * 
Comparisons between treatments∝      
2 vs. 3 ns ns ns ns ns ns 
4 vs..5 ns ns ns ns ns ns 
Tendency (0, 100, 200, 400) L**, Q* L** ns ns ns ns 
Treatments starting 20 DAFB      
7.   100 31.6  2.4 13.7 6.3 212.4 73.3 
8.   100 +100 (40 DAFB) 30.7  2.3 13.7 5.9 238.8 73.3 
9.   200 33.0  2.5 13.8 5.3 260.5 66.7 
10. 200 + 200 (40DAFB) 30.2  2.4 12.8 6.8 213.2 71.1 
11. 400 30.8  2.3 13.8 7.7 291.9 64.4 
Control vs. treated *** * * ns ns ns 
Tendency (0,100, 200, 400) L* ns ns ns ns ns 
Comparaison by contrast      
1 vs. 2 *** ** ns ns ns ns 
3 *** *** ns ns ns * 
4 *** *** ns ns ns ns 
5 *** *** ns ns ns ns 
6 *** *** ns ns ns ns 
7 *** ns ns ns ns ns 
8 ** ns * ns ns ns 
9 ** ns ns ns ns ns 
10 *** ns * ns ns ns 
11 *** ns ns ns ns ns 
ns,*,**,***, not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, 0.001 respectively. 
∝ similar comparisons for the treatments starting 20 DAFB were not significantly different 
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When the application of Prohexadione-Ca started 20 DAFB, a significant reduction of 
shoot growth was also observed around 20 days after spraying (Table 5.10). During the 
growing season, the tendencies of treatments including single applications varied according 
to linear or quadratic patterns, and by the following winter, the pattern was linear. Again, the 
treatments including a second application of the chemical resulted in slightly shorter shoots 
than in the case of single sprays, although the differences between them were not significant. 
At the end of the growing season, records of shoot length showed a significant reduction of 
those treated with prohexadione-Ca compared to controls (Table 5.11); which was due both 
to a significantly shorter internode length and to a smaller number of nodes. 
The relative increase in TCSA did not differ significantly among treatments, either 
starting the applications at FB or 20 DAFB. However, a positive correlation between shoot 
length and the relative increase in TCSA (r = 0.60; P ≤ 0.05) in prohexadione-Ca treatments 
starting at FB and 20 DAFB. 
No effects on yield, crop-load or mean fruit weight due to prohexadione-Ca treatments 
were found at harvest (Table 5.11). Measurements of fruit quality parameters did not show 
significant differences among treatments, except for the case of colour: an increase in the red 
colour surface of the fruit was found. The proportion of fruits with more than 50 % of red 
coloured area was greater in the prohexadione treatments than in the controls (Tables 2), and 
the spray of 100 mg L-1 at FB resulted in the greatest value. 
Experiment 2. Prohexadione-Ca initially inhibited shoot growth in ‘Royal Gala’ trees 
(Figure 1), from shortly after the application to 90 DAFB, when a regrowth of the shoots in 
the treated trees was observed, and by 120 DAFB differences with the controls were not 
significant (Figure 5.3). The length of shoots recorded in winter showed no significant 
differences between prohexadione-Ca treated trees and controls, although a significant 
reduction of internode length was detected (Table 5.12). 
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Figure 5. 3.Effect of prohexadione-Ca applied in 2000 on the evolution of shoots length in 
‘Royal Gala’/M9. 
 
The analysis of patterns of shoot growth along the growing season showed a significant 
effect of the prohexadione-Ca treatments, on the quadratic (P ≤ 0.5) and cubic (P ≤ 0.01) 
tendencies of the curves representing this evolution. 
Measurements of trunk girths at the beginning and at the end of the experiment showed 
that the relative increase in TCSA was not significantly different among control and 
prohexadione-Ca treatments. 
At fruit harvest, no effects on yield or number of fruits borne by the trees were found. 
Besides, the mean weight of fruits was similar in all treatments. In addition, no effects were 
observed in the quality parameters evaluated, including colour development. 
Experiment 3. The analysis of tendencies showed no significant effect of prohexadione-
Ca on the patterns of shoot growth, which showed a cubic tendency (P ≤ 0.05). 
Prohexadione-Ca significantly inhibited the elongation growth of ‘Fuji’/M9 shoots. The 
inhibition was recorded, in both terminal and lateral shorts, along the whole growing season 
(Figure 5.4), result which was confirmed in winter (Table 5.13). Within any treatment, the 
growth inhibiting effect of prohexadione-Ca was greater in the lateral than in the terminal 
shoots, e.g. the application of 125 mg L-1 resulted in a 40.4 % reduction of lateral shoots, and 
a 20.3 % in the terminal shoots compared to controls. 
No significant differences were observed when prohexadione-Ca was applied twice at 
125 mg L-1 compared to a single spray. On the contrary, when applied at a greater  
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 Figure 5. 4 Effect of different treatments of prohexadione-Ca on: (a) the lateral and (b) 
terminal shoot length in ‘Fuji’/M9 2001 experiment (degree of significance is 
referred to the contrast control vs treatments). 
 
 
 
concentration (250 mg L-1), double sprays, either of 50 or 250 mg L-1, resulted in a 
significantly greater inhibition than when applied only once, both in terminal and lateral 
shoots. 
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Table 5. 12 Effect of different prohexadione-Ca treatments on several morphologic parameters of shoots from ‘Royal Gala’/M9 
 
 Shoot length No. Nodes Internode length Fresh weight Dry weight Water content 
 (cm) - (cm) (g) (g) (%) 
Control           (untreated) 57.14 19.16 3.01 16.27 8.24 49.21 
125                  (mg L-1) 44.74 19.31 2.35 13.85 7.30 46.82 
125+125  51.95 22.33 2.37 15.34 8.09 45.58 
250  49.30 18.70 2.63 14.72 7.64 48.35 
250 +250  47.57 19.76 2.44 16.25 5.71 60.57 
Control vs. treated ns ns ** ns ns ns 
Lineal tendency (0, 125, 250) ns ns ns ns ns ns 
α First date of treatment application: 28 DAFB, and second 70 DAFB. 
 ns, **, non significant or significant at P≤ 0.01. 
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The reduction in shoot length was due to a significant shortening of the internodes 
(Table 5.13), and the effect was observed both in terminal and in lateral shoots. This 
reduction was greater when prohexadione-Ca was applied at the greatest concentration (250 
mg L-1), and also when repeated sprays of the chemical were applied. 
At the end of the growing season, shoot fresh weight and dry weight were lower in 
prohexadione-Ca treated trees than in controls. Regression analysis of the treatments 
consisting of single applications of the chemical showed that the reduction both in fresh and 
in dry weights followed linear patterns (Table 5.13). The comparison of single with double 
applications of the chemical resulted in different responses. Differences in response were 
obtained when applied the chemical once or twice: for two sprays, shoot dry weight was 
significantly lower than for single applications, except in the case of 250 + 250 mg L-1 
treatment.  
Total growth of the aerial part of the tree, measured by the relative increase in TCSA did 
not result in significant differences among treatments.  
At harvest, no effects on yield and number of fruits were found. A significant increase in 
the mean fruit weight compared to the controls was observed (Table 5.14). In general, the 
fruits from trees subjected to single sprays of the growth inhibitor were larger, although 
seldom significantly, than those from other treatments (Table 5.14). Measurements of fruit 
quality parameters did not show differences between the controls and the prohexadione-Ca 
treated. Only an increase in the red colouring of the fruit skin was observed: fruits from 
prohexadione-Ca treated trees had a 20.2 % greater red coloured area than the untreated 
ones. The greatest increase in coloured area occurred in fruits from trees treated twice with 
250 mg L-1 (Table 5.14). 
Experiment 4. The application of prohexadione-Ca 5 DAFB resulted in a reduction of 
shoot extension growth along the whole growing season in ‘Red Gala’ trees (Figure 5.5). 
The effect was greater in lateral shoots (48.2 % less than the control shoots) than in terminal 
shoots (23.9 % reduction) when the greatest concentrations (375 y 500 mg L-1) were sprayed 
(Figure 5.5 and Table 5.15).  
A great regrowth was observed in the terminal shoots starting around 65 DAFB. In the 
following winter, measurements of shoot lengths showed that lateral shoots of trees treated 
with all concentrations of prohexadione-Ca were significantly shorter than those from the 
untreated trees, whereas only terminal shoots of trees treated with the greatest concentrations 
were significantly smaller than controls. Regression analysis of the length of lateral shoot 
showed a linear and quadratic tendency with the concentration applied, while no pattern was 
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found for the terminal shoot length (Table 5.15). Internode length in both lateral and 
terminal shoots of trees treated with prohexadione-Ca were significantly shorter than in the 
untreated controls (Table 6.15), while no effect was detected on the number of nodes per 
shoot. 
No effects on shoot fresh or dry weight were detected, and again, the relative increase in 
TCSA resulted in similar values for all the treatments. 
A greater number of fruits were picked at harvest from the prohexadione-Ca treated 
trees, which was significantly different for the greatest concentrations applied compared to 
the controls (Table 5.16). This resulted in a significant decrease in fruits size, as measured 
by the mean fruit weight. 
However, no differences in yield were found neither between the control and the 
prohexadione-Ca treated trees, nor in the quality parameters recorded, including fruit colour. 
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Table 5. 13 Effect of different treatments of prohexadione-Ca on the final shoot and 
internode length (cm) of lateral and terminal shoots, and on the fresh and dry 
weight (g) of shoots ('Fuji' / M9) [Expt. 3]. 
 
Treatments        Shoot length Internode length Fresh  Dry  
 Lateral Terminal Lateral Terminal weight weight 
 Control      (control) 41.6 47.7 2.32 2.38 6.36 3.58 
125            (mg L-1) 23.5 37.7 1.91 1.76 5.43 2.93 
125+125  19.4 33.1 1.25 1.65 3.82 2.05 
125+50  23.0 29.5 1.61 1.53 4.71 2.49 
250  19.0 32.9 1.45 1.66 4.01 2.14 
250+250  15.3 38.0 1.25 1.83 4.25 2.26 
250+50  15.0 33.3 1.05 1.49 4.08 1.75 
Control vs. 125 *** ns ns * ns ns 
Control vs. 125 +125 ** * ** * * ** 
Control vs. 125 +50  ** * ** * ns * 
125 vs. 125+125 ns ns * ns ns ns 
125 vs. 125+50 ns ns ns ns ns ns 
125+125 vs. 125+50 ns ns ns ns ns ns 
Control vs. 250 ** * *** * ns * 
Control vs. 250+250 *** ns *** ns ns * 
Control vs. 250+50 *** * *** ** ns * 
250 vs. 250+250 ** * ** * * * 
250 vs. 250+50 ** * ** * ns * 
250 +250 vs. 250+50 ns ns ns ns ns ns 
Tendency (0, 125, 250) L* L* L* L* L* L* 
ns,*,**,***: not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, 0.001 respectively. L: linear. 
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Table 5. 14 Effect of different treatments of prohexadione-Ca on crop-load (no. of fruits/cm2 
TCSA), mean fruit weight (g) and percentage of red colour surface in 'Fuji' fruits 
[Expt. 3]. 
 
Treatments Crop load Mean fruit weight Percentage red colour 
Control     (untreated) 3.30 128.3 57.25 
125           ( mg L-1) 4.00 173.1 67.25 
125+125  4.38 161.9 68.71 
125+50  4.19 146.8 69.88 
250  5.00 177.6 68.25 
250+250  3.41 170.3 74.90 
250+50  3.22 173.0 64.00 
Control vs 125             ns * ns 
Control vs 125 +125        ns * * 
Control vs 125 +50        ns ns * 
125 vs 125+125 ns ns ns 
125 vs 125+50 ns ns ns 
125+125 vs. 125+50 ns ns ns 
Control vs. 250 ns ** * 
Control vs. 250+250        ns * ** 
Control vs. 250+50      ns * ns 
250 vs. 250+250 ns * * 
250 vs. 250+50 ns ns ns 
250 +250 vs. 250+50 ns ns ns 
Tendency    (0, 125, 250) ns * * 
ns,*,**,***: not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, 0.001 respectively. L: linear 
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Figure 5. 5 Effect of different treatments of prohexadione-Ca on: (a) the lateral and (b) 
terminal shoot length in ‘Red Gala’/M9 2001 experiment (degree of significance 
is referred to the contrast control vs. treatments). 
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Table 5.15 Effect of different concentrations of prohexadione-Ca on the length of lateral and 
terminals shoots measured in the following winter ('Red Gala'/ M9). 
 
Prohexadione-Ca Final shoot length (cm) Internode length (cm) 
treatments Lateral Terminal Lateral Terminal 
0       (Untreated control) 34.02 39.50 1.99 1.80 
125   (mg L-1) 16.80 30.98 1.25 1.46 
250  15.13 32.59 1.15 1.65 
375  21.60 29.06 1.38 1.47 
500  16.68 31.06 1.25 1.19 
Control vs. 125 *** ns *** ** 
Control vs. 250 *** ns *** * 
Control vs. 375 *** * *** * 
Control vs. 500 *** * *** *** 
Tendency (0, 125, 250, 375, 500) L***, Q*** ns L**, Q** L*** 
α The treatments were carried out 5 DAFB, (5/04/2001). 
ns,*,**,***: not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, 0.001 respectively. 
 
 
Experiment 5. The application of prohexadione-Ca did not affect the final shoot length, and 
even more, the shoots from the trees treated with the greatest concentration were slightly 
longer than those from the control trees (data not shown). The shoot growth rate of the 
prohexadione-Ca treatments, calculated according to the two methods described, was 
significantly smaller than in the control treatment up to 5 weeks after the application. From 
this date onwards, the shoots treated with the 50 and 75 mg L-1 concentrations had a greater 
growth rate than controls (Figure 5.6).  
ANOVA for repeated measurements in time (Univariate Tests of Hypothesis for Within 
Subject Effect) showed that the interaction time x treatment was significant (Table 5.17). i.e. 
the effect of the treatment on the shoot growth rate was different for each recording time. 
Comparing the growth rates from intervals two to three, while in controls, the rate of shoot 
growth decreases and in those treated with 50 and 75 mg L-1 this rate increases dramatically. 
This result was confirmed when the shoot growth rate was expressed both in terms of days 
and GDU (Figure 5.5). 
A change in shoot geotropism occurred at the time of this sharp change in the shoot 
growth rate.  
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Table 5 16 Yield (kg/tree), crop load (no. fruits/cm2 TCSA), mean fruit weight (g) and 
proportion of fruits with more than 50 % of surface coloured (‘Red Gala’/M9) 
 
 Yield Crop load Mean fruit weight Percentage 
0          (Untreated control) 49.1 4.47 156.8 69.55 
125       (mg L-1) 51.1 4.98 127.0 73.75 
250  42.2 4.00 126.9 65.70 
375  63.0 6.83 130.3 63.40 
500  41.5 6.14 120.8 70.88 
Control vs. 125 ns ns * ns
Control vs. 250 ns ns * ns 
Control vs. 375 ns * * ns 
Control vs. 500 ns ns ** ns 
Tendency (0, 125, 250, 375, 500) ns L* L* ns 
ns, *, **: not significant or significant to the P≤ 0.05, and 0.01, respectively. 
 
At the end of the growing season, a significant reduction (P ≤ 0.05) of a 12.4 % of the 
internode length in the prohexadione-Ca treatments was recorded. 
No effects of prohexadione-Ca on shoot fresh weight and dry weight were found, but a 
significant (P≤0.05) increase of a 4.2 % in the shoot water content of the prohexadione-Ca 
treated trees was recorded compared to the untreated control (Data not shown).  
Discussion 
The work published in this paper, is the result of several experiments performed 
throughout the years 1999 to 2001 under the growing conditions of the middle Ebro Valley, 
in which prohexadione-Ca has shown to effectively inhibit shoot growth in several vigorous 
apple varieties. Along the different experiments, the level of inhibition varied between 30 
and 64 % of the untreated trees. The level of inhibition was dependent upon the time and 
number of spray applications. Under similar conditions, a greater inhibition in lateral than in 
terminal shoots was observed (Experiments 3 and 4). 
 
Capitulo. 5 
 73
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
1 2 3 4 5
Intervals of evaluation
R
at
e 
of
 G
ro
w
th
 (c
m
/d
ay
)
0
25
50
75
 
0
0.01
0.02
0.03
0.04
1 2 3 4 5
Intervals of evaluation
R
at
e 
of
 G
ro
w
th
 (c
m
/G
D
U
)
 
Interval of evaluation 1 2 3 4 5 
 Gowth rate (cm/day) 
Control vs. 25 ns ns ns ns ns 
Control vs. 50 ns * ns ns ns 
Control vs. 75 ns * ns ns ns 
Tendency  (0, 25, 50, 75) ns L* ns ns ns 
 
Figure 5 6 Effect of prohexadione-Ca on the shoot growth rate (SGR) expressed as SGR/day 
(a) and SGR/GDU (b) and signification levels(c). 
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Table 5.17 Repeated Measures Analysis of Variance (Univariate Tests of Hypotheses for 
Within Subject Effects) for shoot growth rate. 
 
  Growth rate (cm/day) 
Test F G-G H-F 
Sampling date (Time) *** *** *** 
Sampling * prohexadione-Ca * ** ** 
F, F test; G-G, Greennhouse-Geisser test; H-F, Huynh-Feldt test. 
ns,*,**,***, not significant or significant to the P≤ 0.05, 0.01, 0.001 respectively. 
 
The time of application has been a limiting factor in the efficacy of treatments. In 
agreement with other workers (Byers and Yoder, 1999; Unrath, 1999; Miller, 2000), the best 
results were achieved when applied prohexadione-Ca at FB or up to 12 DAFB,  
In addition, the effectiveness of the chemical was dependent upon the concentration 
applied, particularly in the first spray. The need for a second spray depended on the first 
concentration applied (experiments 1 and 3). Differences in response were obtained when 
applying prohexadione-Ca once or twice. A greater effect was found when 200 or 250 mg L-
1 were first applied, followed by a second spray of this same concentration or even a lower 
one.  
A regrowth of shoots may occur following the inhibition of growth resulting from a single 
application. It has been found that greater inhibitions may give raise to greater promotion of 
shoot growth. This generally occurs when climatic conditions for regrowth are met, or when 
vigorous trees overcome a stress situation (Grierson et al., 1982). Under these 
circumstances, a relationship between the concentration applied and the level of regrowth 
has been found, so that the greater concentrations applied would result in a greater final 
shoot extension. 
Consequently, the second application is needed to control this regrowth of shoots. In 
experiments 1 and 3 (cv. Fuji), the greatest inhibition was found when 200 + 200 or 250 + 
250 mg L-1, and the first spray was applied at FB. However, experiment 3 showed that the 
application of low concentrations 60 to 65 DAFB, following a first spray at FB, resulted in 
an adequate inhibition of shoot growth. 
Shoot growth generally follows a sigmoid pattern as described by Costa et al. (1995). In 
this work, shoot growth could never be adjusted to this model due to the described regrowth. 
Therefore, tendencies were studied by orthogonal contrast searching for the interactions 
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between the prohexadione-Ca treatments and the patterns of growth evolution. Experiment 3 
was the only trial in which shoot growth inhibition occurred without affecting the general 
tendency of growth. 
The inhibition of shoot extension growth was due to a decrease in the internode length of 
the shoots. Besides, a decrease in shoot fresh weight and shoot dry weight was generally 
observed, as described by Byers and Yoder (1999). An increase in the water content of 
shoots was also found in most of the experiments. 
Yields have not been generally affected by the prohexadione-Ca treatments. Only in 
experiment 4, an increase in crop load was found, which led to a decrease in the mean 
weight of fruits. The smaller size of fruits was also found by Greene (1999), and by Unrath 
(1999) when they applied prohexadione-Ca to apple trees. Fruit quality parameters were not 
affected, by contrast to the effects found in apples from trees treated with paclobutrazol or 
other growth inhibitors (Miller, 1988). 
Fruit skin colour is an important marketing criterion. In this work, prohexadione-Ca has 
promoted red colour in the ‘Fuji‘ cultivar but not in ‘Gala‘. The results obtained with 100 or 
125 mg L-1 sprayed once or twice has confirmed previous reports: in ‘McIntosh’ apples, the 
best results of percent extra fancy fruit were obtained with 125 mg L-1. Also, in ‘Fuji’, 
125+125 mg L-1 of prohexadione-Ca applied resulted in greater percentage of extra fancy 
fruit (27%) whereas the untreated control had 10% (Green, 1999). Prohexadione-Ca has not 
only affected the percentage of blushed face in the fruit, but also the intensity of this 
coloration (in preparation). However, these changes have occurred according to the 
concentration sprayed and the time of application of the compound.  
The differences in response between the two cultivars may be due to the harvesting date. 
Under the conditions of the Ebro Valley, ‘Gala’ type cultivars are picked at mid-August, 
when minimum daily temperatures are high, while ‘Fuji’ is picked at the beginning of 
October, when night temperatures drop to cool levels. Consequently prohexadione-Ca would 
enhance the effect of the environmental conditions, promoting the development of red 
colouring of the fruits. 
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Efecto del prohexadione-Ca sobre la biometría de la hoja  
& de la copa del árbol 
 
Resumen 
En esta parte del trabajo se presenta el efecto del prohexadione-Ca sobre los caracteres 
fisiológicos de la hoja y la biometría del árbol en 6 ensayos realizados en 1999, 2000, y 
2001. En todas las variedades consideradas, ‘Golden Smoothee’, ‘Fuji’, ‘Royal Gala’ y ‘Red 
Gala’, el prohexadione-Ca indujo una disminución del área foliar que fue observada al nivel 
de hoja individual y al de área foliar total del árbol estimada por el índice de área foliar 
(LAI). Este resultado fue concomitante con el aumento de la radiación fotosintéticamente 
activa (PAR) a través el árbol. El prohexadione-Ca indujo aumentos en la concentración de 
clorofilas (estable a lo largo de la temporada), tasa de fotosíntesis, concentración de CO2 
interna, transpiración y conductancia estomática. También se han registrado aumentos de 
espesor y de retención de agua en las hojas tratadas durante todo el periodo de crecimiento 
vegetativo. Todos estos resultados están condicionados por la dosis y modo de aplicación del 
prohexadione-Ca .  
Introducción.  
Existen numerosos trabajos sobre la eficacia de los inhibidores de crecimiento en la 
reducción del crecimiento vegetativo en especies vegetales y, en particular, en leñosas. Sin 
embargo, aparece escasa información (y aun menos con dicho material vegetal) sobre los 
efectos de los tratamientos foliares en la anatomía y morfología de la hoja y sobre los 
cambios consecuentes en procesos fisiológicos como la fotosíntesis neta, transpiración, etc. 
Los inhibidores de crecimiento, como los triazoles, inducen varios efectos en la morfología 
foliar: reducen la superficie, aumentan la cera de la piel y su grosor y, por lo tanto, el peso 
seco de la hoja por unidad de área aumenta (Gao et al., 1987, Davis et al., 1988; Guak et al., 
2001). 
Generalmente, las hojas tratados con triazoles parecen de un verde más oscuro que las no 
tratadas, debido a un aumento del contenido en clorofila por unidad de superficie (Fletcher y 
Arnold 1986; Fletcher et al., 1988; Davis et al., 1988; Thetford et al., 1995). Algunos 
autores atribuyen este aumento de concentración a un mayor número de cloroplastos en las 
hojas tratadas (Khalil, 1995), mientras que otros describen alteraciones en la ruta biosintética 
de las clorofilas (Dalziel y Lawrence, 1984, citado por; Thetford et al., 1995). Otros trabajos 
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sobre el efecto del paclobutrazol en la actividad fotosintética neta describen resultados que 
varían desde una inhibición (Wample y Culver, 1983), a una estimulación (Elfving y 
Proctor, 1986; Blanco et al., 1997), o a no ocasionar ningún efecto (Wood, 1984). También 
los triazoles aumentan la conductancia foliar en el caso de nectarina (Prunus persica 
L.)(DeJong y Doyls, 1984), mientras que trabajos recientes con prohexadione-Ca refieren un 
efecto distinto del prohexadione-Ca sobre la conductancia estrechamente relacionado con el 
momento de su evaluación (Guak et al., 2001). También se han observado alteraciones en el 
potencial hídrico de hojas (Swietlik y Miller, 1983) y estudios más detallados sobre la 
respiración, mostraron, también, una disminución notable de la actividad respiratoria por la 
acción de dichos compuestos (Davis et al., 1988; Wang y Lin 1992). 
El objetivo de esta parte del trabajo es estudiar el efecto del prohexadione-Ca sobre 1) 
los caracteres morfofisiológicos de las hojas del manzano; 2) índice de área foliar y 
penetración lumínica a través de la copa del árbol. 
 Material y métodos. 
General. En este capitulo se presentan los resultados de los ensayos: 1, 2, 4, 6, 8 y 9. 
(Ver Capitulo 2, Material y Métodos). Durante los años experimentales 1999 y 2000, se 
efectuaron tres muestreos foliares a 70, 120 DTPF y en recolección. En los ensayos 
realizados durante el año experimental 2001, se efectuaron cuatros muestreos en 50, 70, 100 
y 125 DTPF. Los parámetros que se presentan a continuación y que consisten en medidas 
biométricas y determinaciones de clorofila, fueron realizados en todos los muestreos, 
considerando todos los tratamientos repartidos en tres bloques. En el resto de parámetros 
presentados en este apartado, se especificara la fecha y el número de mediciones en cada 
caso.  
Determinaciones biométricas. Se mido el área foliar de 20 hojas cogidas al nivel del 
tercio medio de los brotes del año. El área foliar se cuantificó con un escáner comercial 
(Epson 1200U, haciendo uso de la función histograma del programa PaintShop Pro V.7.02). 
El método de determinación de área foliar según Val. et al. (en preparación), se basa en la 
diferencia de luminosidad que presenta el área a determinar frente a la luminosidad total 
(blanco). La relación entre el área y la luminosidad es lineal según la ecuación F3:  
   F3  Área = -2.5112 L + 567.45     
En todos los ensayos, se tomaron 40 hojas que fueron lavadas, despecioladas antes de 
registrar el peso fresco (Pf). Tras permanecer 48 horas en una estufa a 60ºC, se determinó el 
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peso seco (Ps) y se calculó el porcentaje de humedad relativo (Pf-Ps)×100/Pf). Al final se 
calcula el peso específico de la hoja como cociente entre peso seco y el área foliar.  
 
Estimación de la clorofila foliar. En todos los ensayos, las mediciones de clorofila total 
fueron realizadas mediante el instrumento SPAD-502 (Soil-Plant Análisis Development, 
Minolta, Osaka, Japón). En los ensayos del año experimental 2001 (6, 8, 9), también se 
cuantificaron las clorofilas mediante las ecuaciones propuestas por Val et al., (1985), 
sustituyendo los valores de absorbancia a 662 y 645 nm de un extracto foliar en acetona 
100%.  
 
Chl a (µg m L-1) =10.81 Abs 662 – 0.75 Abs 645 
Chl b (µg m L-1) = -3.98 Abs 662 + 19.02 Abs 645 
Chl a (µg m L-1) = 6.83 Abs 662 +18.27 Abs 645 
 
 
Los valores en unidades de SPAD fueron transformados a concentración de clorofila por 
unidad de superficie según la recta calibración realizada con los datos de pigmentos 
individualizados por HPLC según el procedimiento de Val et al. (1994). La curva de 
calibración resultó ser una cuadrática con la ecuación F4: 
  F4  y = 0.015 x2 + 0.2239x + 1.8294. 
Medidas de fotosíntesis. Las medidas de fotosíntesis se llevaron a cabo con un equipo 
portátil de flujo cerrado (CIRAS, PP-Systems, Reino Unido). Este aparato permite medir la 
fotosíntesis neta (A), la transpiración (E), la conductancia estomática (gs) y la concentración 
intercelular de CO2 (Ci). El aparato proporciona también, la temperatura de la hoja dentro de 
la cámara y la intensidad de luz (PPFD). Las medidas se realizaron a media mañana para 
evitar el sombreado de las hojas con el consiguiente descenso de la tasa de fotosíntesis 
(Anderson, 1991). Las medidas de fotosíntesis se realizaron a la concentración de CO2 
ambiental (aproximadamente de 350 ppm). Esta determinación se llevó a cabo en los 
ensayos 2 (Golden Smoothee 2000) y 9 (Red Gala 2001) a los70 DTPF.  
 
Medidas del PAR. Las mediciones de PAR fueron realizadas con un ceptómetro (Sonda 
SunScan tipo SS1. Marca DELTA-T) en los ensayos 2, 8 y 9 (‘Golden Smoothee’ 2000, 
‘Royal gala’ 2000 y ‘Red Gala’ 2001). En todos los ensayos se llevo a cabo una única 
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medición en las fechas equivalentes a 70 DTPF. Todas las determinaciones fueron realizadas 
de 11:30 h y 12:30 h cuando la radiación luminosa es directa. Al principio, se efectuó una 
medición (A) a un metro de los árboles para registrar la radiación directa fotosintéticamente 
activa. A unos 30 cm del pie del árbol se tomarón 4 mediciones formando un cuadro con la 
barra. Cada una de las mediciones (B) será la media de 64 lecturas (correspondientes a los 64 
sensores del ceptómetro que pueden registrar un valor máximo de 2500 µmoles m-2 s-1). La 
diferencia entre la medida efectuada fuera del árbol (A) y la media de las 4 mediciones (B) 
debajo del árbol determinarán la radiación fotosintética activa que atraviesa el árbol.  
 
Medidas de LAI. Para conocer las posibles modificaciones inducidas por los tratamientos 
con prohexadione-Ca sobre el Índice de Área Foliar ó, la densidad de follaje relativa; se 
utilizó un LAI 2000 (Plant Canopy Análisis- LI-COR) equipado con un Sensor LAI-2050. 
También se consideró otro dato que proporciona el instrumento: el DIFN (fracción del cielo 
visible). Esta estimación fue realizada en tres ensayos durante el año experimental 2001: 4, 
6, y 9 (‘Golden Smoothee’, ‘Fuji’ y ‘Red Gala’). En el ensayo 4 (‘Golden Smoothee’), se 
efectuó una única determinación a los 70 DTPF, en el ensayo 6 (‘Fuji’), se realizaron tres 
mediciones, a 50, 70, y 125 DTPF y en el ensayo 9, con la variedad ‘Red Gala’ se realizaron 
dos evaluaciones a 70 y 125 DTPF.  
El objetivo de esta parte del trabajo es estudiar, desde el punto de vista evolutivo, el 
efecto del prohexadione-Ca sobre distintos caracteres morfológicos y fisiológicos de la hoja 
y de la copa del árbol. 
 Resultados 
‘Golden Smoothee’ 1999, [Ens.1] 
No se observó ningún efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido en clorofilas en las 
tres fechas de evaluación (Tabla 6.18). Sin embargo, se apreció una disminución del área 
media de las hojas en todas las fechas aunque solo fue significativa en el momento de la 
recolección de frutos. En esta evaluación, se reveló significativa la comparación entre el 
control con cada uno de los tratamientos realizados. En la primera evaluación, se observó 
una respuesta cuadrática entre el área foliar y la concentración de prohexadione-Ca (P≤0.05), 
mientras que en la tercera fecha fue lineal (P≤0.01). Los análisis RM-Anova describiendo la 
evolución a lo largo de las tres fechas de muestreo (Between Subject Effects), revelaron una 
diferencia significativa entre el área de hojas control vs. hojas tratadas con 100 mg L-1 y 200 
mg L-1. No se encontraron efectos del muestreo ni de la interacción entre muestreo y 
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tratamiento. Respecto al grosor de la hoja, se ha revelado únicamente significativo el efecto 
del muestreo. Efectivamente, parece que las hojas de una manera independiente del 
tratamiento, tenían más espesor en la segunda evaluación.  
En general, el prohexadione-Ca indujo una disminución de la humedad relativa de hojas. 
Dicha disminución se reveló estadísticamente significativa a los 50 DTPF, (P≤0.05) con las 
dosis de 200 mg L-1 y 400 mg L-1. A estas mismas concentraciones se observó una 
disminución de 16% del peso seco de las hojas en 120 DTPF. La relación entre el peso seco 
de hojas y la dosis de prohexadione-Ca fue una cuadrática estadísticamente significativa 
(P≤0.05). 
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2] 
La concentración foliar de clorofila se modificó significativamente por efecto del 
tratamiento con prohexadione-Ca en la primera fecha de evaluación, encontrándose una 
disminución cuadrática. La dosis de 100 mg L-1 indujo una disminución del contenido en 
clorofila, mientras que la de 200 mg L-1 provocó el efecto contrario. Considerando la 
evolución total, no se encontraron cambios en el contenido de clorofilas debidos al 
tratamiento con prohexadione-Ca (datos no mostrados). 
En cambio, si que se encuentran a lo largo de la evolución (efecto del muestreo) sin 
interacción entre ambos factores. Se encontró una disminución del área foliar media en los 
tres tratamientos con prohexadione-Ca que fue estadísticamente significativa con las dosis 
200 y 400 mg L-1 (Tabla 6.19). En términos de evolución, la disminución del área foliar fue 
concomitante con el aumento de la concentración de prohexadione-Ca, siguiendo una 
tendencia lineal (P ≤ 0.05).  
El prohexadione-Ca no provocó efectos significativos sobre la humedad relativa de hoja, 
peso fresco, peso seco, ni sobre su peso específico. 
La intercepción lumínica, evaluada a través de la medición de la radiación 
fotosintéticamente activa de los árboles, aumenta ligeramente, respecto al control, con la 
dosis de 100 mg L-1 (Figure 6.7). A partir de esta concentración, la respuesta se invierte. 
La comparación del control con el tratamiento de prohexadione-Ca a la dosis de 200 mg 
L-1 reveló ciertas modificaciones en los parámetros relativos a la actividad fotosintética, pero 
ninguno fue estadísticamente significativo. El tratamiento con este regulador parece inducir 
un aumento de transpiración, actividad fotosintética, conductancia estomatica y 
concentración de CO2 (datos no mostrados). 
   
 
   86 
Tabla 6. 18 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución de la cantidad de clorofila, del área, espesor y humedad relativa de hojas de 
manzanos, ‘Golden Smoothee’ [Ens. 1].  
 
α, El tratamiento fue realizado 30 días tras la plena floración. ns, *, **, ***, no significativo o significativo al P≤ 0.05, 0.01, 0.001 respectivamente. C, 
Tendencia cuadrática. L, Tendencia lineal. Rec. Recolección. Las significaciones junto a las medias son de la diferencia del control vs. cada tratamiento. 
 
 
 
Clorofilas 
(µg/cm2) 
Area Foliar 
(cm2) 
Espesor 
(mm) 
Humedad relativa 
(%) 
 
Tratamiento de 
prohexadione-Ca α 
DTPF 70 120 Rec. 70 120 Rec. 70 120 Rec. 70 120 Rec. 
0        (no tratado) 41.29 43.97 44.99 29.93 27.84 27.68 0.26 0.34 0.37   56.90 57.86 49.80 
100     (mg L-1) 36.28 44.41 42.64 25.36 21.86 25.58* 0.23 0.41 0.36   53.39 53.67 53.30 
200 37.69 44.48 45.15 25.36 21.79 24.64* 0.25 0.42 0.37   52.13* 41.30 47.09 
400 39.85 42.41 43.74 28.91 23.86 23.99* 0.25 0.34 0.37   48.37* 50.20 49.76 
Tendencia  ns ns ns C* ns L* ns ns ns L*** ns ns 
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Tabla 6.19 Efecto del prohexadione-Ca sobre el área de hojas de manzano, ‘Golden 
Smoothee’ [Ens. 2], medidos en 3 fechas distintas. 
 
 
DTPF 70 120 Rec. 
0      (no tratado) 30.25 31.31 33.30 
100   (mg L-1) 29.52 30.56 32.92 
200 29.41 30.22 29.54 
400 29.19 30.18 24.94 
Tendencia ns L** L** 
ns, *, **, ***, no significativo o significativo al P≤ 0.05, 0.01, 0.001 
respectivamente. C, Tendencia cuadrática. L, Tendencia lineal. Rec. 
Recolección. Las significaciones junto a las medias son de la diferencia del 
control vs. cada tratamiento. 
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Figura 6. 7 Efecto del prohexadione-Ca sobre la intercepción lumínica (PAR) por debajo de 
árboles de manzano, ‘Golden Smoothee’ [Ens. 2]. 
 
 ‘Golden Smoothee’ 2001, [Ens. 4] 
El prohexadione-Ca indujo un aumento de la cantidad de clorofilas por unidad de área 
foliar. Esta respuesta fue estadísticamente significativa en dos fechas concretas, a los 50 
DTPF, es decir 38 días tras la aplicación del regulador de crecimiento y a los 125 DTPF. 
*
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Aunque la concentración de clorofila en las hojas tratadas fue más alta que la del control, las 
diferencias solamente fueron significativas a los 125 DTPF. Las comparaciones por 
contraste del control frente a cada uno de los tratamientos en esta fecha fueron 
estadísticamente significativas. El análisis global de la evolución de este parámetro a lo largo 
de los 4 muestreos, revela una respuesta estable y sin interacción con el muestreo, del 
aumento de la concentración de clorofila con las dosis de 250 mg L-1 aplicada dos veces. 
También, se reveló una diferencia estable de la comparación entre los tratamientos 125+125 
vs. 250+250 (Tabla 6.20).  
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Figura 6.8 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución de la razón clorofila a/b en las 
hojas de ‘Golden Smoothee’, [Ens. 4]. 
 
 
Los datos de clorofila cuantificada por espectrofotometría proporcionaron resultados 
similares. Al comparar el control con el conjunto de tratamientos, la relación clorofila a/b 
mostró una disminución estadísticamente significativa considerando la evolución a lo largo 
de las 4 fechas (Figura 6.8). 
En este ensayo, también se observó un efecto sobre el espesor de las hojas especialmente 
en el muestreo realizado 50 DTPF (Figura 6.9). En dicha fecha se obtuvo un aumento del 
grosor foliar proporcional a la concentración del prohexadione-Ca, siguiendo una tendencia 
lineal estadísticamente significativa (P ≤ 0.05).  
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Figura 6. 9 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución del espesor de las hojas de 
‘Golden Smoothee’, [Ens. 4]. 
 
 
El prohexadione-Ca también tuvo un efecto sobre el área foliar que fue 
estadísticamente muy significativo a los 70 DTPF. Así, se observó una disminución lineal, 
altamente significativa, e inversamente proporcional a la concentración del prohexadione-
Ca. Considerando la evolución del parámetro a lo largo de los 4 muestreos, el efecto del 
tratamiento fue distinto de una fecha a otra. Aunque para los tratamientos de 250 mg L-1 
aplicados una y dos veces, las diferencias con el control y se mantuvieron estables durante 
todo el crecimiento (Tabla 6.20). 
Los valores de LAI obtenidos a los 70 DTPF, fueron significativamente más bajos 
(P≤0.05) que el control por efecto del tratamiento con la dosis de 125 mg L-1 (Figura 6.10). 
A los 125 DTPF, disminuye el LAI con el tratamiento, pero sin efectos significativos (Figure 
6.11). La fracción del cielo visible, aumentó con la dosis de 125 mg L-1 a los 70 DTPF, 
efecto que desaparece 125 DTPF (Figure 6.12). Sin embargo, las diferencias no fueron 
estadísticamente significativas.  
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 Tabla 6.20. Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución de la concentración de clorofilas, y el área foliar de hojas de manzano ‘Golden 
Smoothee’ [Ens. 4]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
α , la primera aplicación del prohexadione-Ca fue realizado 12 DTPF y la segunda aplicación 70 DTPF. β, Las significaciones al 
nivel de las medias se refieren a la comparación del control a cada tratamiento. ns, *, **, ***, no significativo o significativo al P≤ 
0.05, 0.01, 0.001 respectivamente. -, las segundas aplicaciones no han sido aplicadas en estas fechas de evaluación. 
 Clorofila Total (µg cm-2) Área foliar media (cm2) 
DTPF 50 70 100 125 50 70 100 125 
Control       (sin tratar)  39.30  48.43  53.47 53.70  28.15    29.92  27.09     25.62 
125              (mg L-1)  43.27*β  48.17  53.07 58.30  29.41    23.85**  27.73     27.98 
125+125  44.17*  45.97  52.30 59.13*  26.59    21.99***  26.76     26.88 
250  44.27*  50.77  50.67 57.73  25.66    21.15***  25.79     21.78* 
250+250  42.30  52.63*  57.37 63.37**  26.08    21.10***  26.38     23.93 
Tendencia lineal (0, 125, 250) * ns ns * ns *** ns ns 
Comparación a lo largo del muestreo (Between subject effect) 
Control vs. 125 ns ns 
Control vs. 125+125 ns ns 
Control vs. 250 ns ** 
Control vs. 250+250 * * 
Efecto del muestreo (Within subject effect) 
Muestreo *** *** 
Muestreo * Control vs. 125 ns ** 
Muestreo * Control vs. 125+125 * ** 
Muestreo * Control vs. 250 ns * 
Muestreo * Control vs. 5250+250 ns ** 
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Figura 6.10 Efecto de dos concentraciones de prohexadione-Ca sobre el LAI en dos fechas 
de evaluación (70 y 125 DTPF) de los árboles de ‘Golden Smoothee’ [Ens. 4]. 
 
El prohexadione-Ca indujo cambios considerables en los pesos fresco y seco de las hojas 
que, estuvieron estrechamente relacionados con la dosis aplicada. En la evaluación efectuada 
a los 50 DTPF (Figura 6.13 a), se notó un aumento de ambos parámetros en hojas tratadas 
con prohexadione-Ca, que fue estadísticamente significativo para las aplicaciones de 125 mg 
L-1 (P≤0.01). Asimismo, el prohexadione-Ca a la dosis de 250 mg L-1 indujo una 
disminución estadísticamente significativa del peso seco en el muestreo correspondiente a 
los 125 DTPF (Figura 6.13 b). Considerando la evolución a lo largo de los cuatros 
muestreos, la dosis de 125 mg L-1 indujo un aumento estadísticamente significativo de 
ambos pesos de hoja (P≤0.05). Asimismo, el efecto del prohexadione-Ca sobre el peso de las 
hojas fue distinto (P≤0.01) según la dosis aplicada una o dos veces (125 y 250 mg L-1). Las 
hojas de árboles tratados presentan un peso específico mayor que las no tratadas. También la 
dosis de 125 mg L-1 (aplicada una ó dos veces) indujo mayor aumento del peso especifico 
que la dosis de 250 mg L-1 aplicada una ó dos veces (Figura 6.13 c). 
‘Royal Gala’ 2000, [Ens.8] 
A los 70 DTPF, el prohexadione-Ca indujo un aumento estadísticamente significativo de 
la cantidad de clorofilas en todos los tratamientos realizados. El análisis a lo largo de los tres 
muestreos reveló un efecto significativo de los tratamientos aplicados en dos veces, 
independientemente de la concentración (P≤0.05). La concentración de clorofila foliar fue 
significativamente distinta de un muestreo a otro, pero sin interacción con el tratamiento 
(Tabla 6.21). 
 92 
 
0
2
4
6
0 125 125+125 250 250+250
Prohexadione-Ca (mg L-1)
Ín
di
ce
 d
e 
ar
ea
 fo
lia
r .
 
 
 
Figura 6.11 Efecto de distintos tratamientos de prohexadione-Ca sobre el LAI a los 120 
DTPF en árboles de ‘Golden Smoothee’ [Ens. 4]. 
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Figura 6.12 Efecto de dos tratamientos de prohexadione-Ca, 125 y 250 mg L-1 sobre la 
fracción del cielo visible (DIFN) a través los árboles de ‘Golden Smoothee’ [Ens. 
4]. 
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Figura 6.13.Efecto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre el peso fresco (a), seco (b) 
y específico (c) de hojas de árboles ‘Golden Smoothee’ [Ens. 4]. 
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Tabla 6.21 Efecto de los distintos tratamientos de prohexadione-Ca sobre el contenido en 
clorofila de hojas de manzano ‘Royal Gala, [Ens. 8]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
α, la primera aplicación del prohexadione-Ca fue realizado 12 DTPF y la segunda 
aplicación 69 DTPF. β, Las significaciones al nivel de las medias se refieren a la 
comparación del control a cada tratamiento. ns, *,  no significativo o significativo al 
P≤ 0.05, respectivamente.  
 
 
Tabla 6.22 Efecto de los distintos tratamientos de prohexadione-Ca sobre el contenido el 
flujo de luz a través árboles de ‘Royal Gala’, [Ens. 8]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las significaciones al nivel de las medias se refieren a la 
comparación del control a cada tratamiento. ns, *, **, no 
significativo o significativo al P≤ 0.05, 0.01, respectivamente.  
 
En estas condiciones de experimentación, el prohexadione-Ca no indujo efectos sobre los 
pesos fresco, seco y específico de hojas, ni sobre el área foliar.  
Clorofilas (µg/cm2)  
Tratamientos        DTPF 70 120 Rec. Evolución 
0         (Sin tratar) 40.84 54.48 59.74  
125      (mg L-1) 44.81* 52.81 62.40 ns 
125+125 - 56.52 63.65 * 
250 45.63* 54.81 59.86 ns 
250+250 - 56.90 61.61 * 
Tendencia (0, 125, 250) ns ns ns ns 
Tratamiento  
de prohexadione-Ca 
PAR 
(µmol. m-2 s-1) 
Control     (sin tratar) 414.9 
125        (mg L-1) 659.8  
125+125 699.2  
250 732.3  
250+250 708.5  
Control vs 125  * 
Control vs 125+125 * 
Control vs 250 ** 
Control vs 250+250 ** 
Tendencia lineal  * 
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El prohexadione-Ca indujo, en todos los tratamientos, un aumento significativo de la 
radiación fotosintética activa (PAR), determinada 70 DTPF (Tabla 6. 22).  
El tratamiento de prohexadione-Ca indujo un aumento de la fotosíntesis neta, 
transpiración, eficacia de la transpiración instantánea, así como de la concentración de CO2 
(Tabla 6. 23). Sin embargo, los efectos citados no fueron estadísticamente significativos. Por 
el contrario, el aumento de la conductancia estomática por efecto del tratamiento fue 
significativo (P≤0.05) con la dosis de 250 mg L-1. 
‘Red Gala 2001’, [Ens. 9] 
El prohexadione-Ca indujo aumentos de clorofila foliar que desaparecieron a lo largo de 
la temporada y que, finalmente, se convirtieron en disminuciones con respecto al control. 
Según los análisis RM-Anova, considerando los muestreos por separado, no mostraron 
efectos estadísticamente significativos del prohexadione-Ca sobre la cantidad de clorofila 
medida por SPAD o espectroscópicamente. Al comparar el control con los tratamientos de 
375 y 500 mg L-1 se encontró, considerándolos por separado, una interacción significativa 
con el muestreo (P≤0.001). Por otra parte, la relación entre la concentración de clorofila y la 
dosis de prohexadione-Ca es significativamente distinta de un muestreo a otro (Figure 6.14). 
Por otra parte, los análisis de clorofilas por espectrofotometría no revelan diferencias 
importantes en el contenido en clorofilas a y b, así como en la relación clorofila a/b. 
El prohexadione-Ca indujo una disminución del área foliar, que fue significativa en 
prácticamente todas las fechas de muestreo. Los análisis RM-Anova, demostraron que, a lo 
largo de las cuatros evaluaciones, las diferencias entre el control y cada uno de los 
tratamientos fueron muy significativas siguiendo tendencias lineales y también cuadráticas 
(Figure 6.15). 
El la Figura 6.16, se observa el efecto del prohexadione-Ca sobre el índice de área foliar. 
El análisis en cada fecha de evaluación refleja una disminución estadísticamente 
significativa del volumen de la copa del árbol (Canopy) en 50 DTPF. La diferencia entre el 
control con todos los tratamientos resulta estadísticamente significativa (P≤0.05) con una 
disminución media del 17.34%. Entre los árboles tratados, la mayor disminución de la 
densidad de follaje se obtuvo con la dosis de 125 mg L-1 con un descenso del 34.78%. Por 
otra parte, a los 75 DTPF, los árboles tratados con 250 mg L-1,  mostraron un aumento 
considerable, aunque no estadísticamente significativo, del volumen de su copa respecto                      
.
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Tabla 6.23.Efecto del prohexadione-Ca sobre la fotosíntesis neta (A), la transpiración (E), la eficiencia de  la transpiración instantánea (A/E), la 
conductividad estomatica (gs)y la concentración de CO2 (Ci) de las hojas de manzano ‘Royal Gala’ 2000, [Exp 8] (Media ± S. Dev.).  
 
 
 
S. Dev, Desviación estándar. * significativo al P≤ 0.05 (la diferencia del control al tratamiento en cuestión). 
 
 
 
 
 
 A 
(µmol Co2 m-2 s-1) 
E 
(mmol m-2 s-1) 
A/E gs 
(mmol Co2 m-2 s-1) 
Ci 
(ppm) 
Control   (sin tratar) 11.08 ± 0.24 4.14 ± 0.18 2.68 ± 0.16 328.27 ± 15.93 209.00 ± 4.58 
125         (mg L-1) 11.59 ± 0.65 4.34 ± 0.18 2.65 ± 0.23 356.97 ± 14.98 209.03 ± 4.33 
250 11.33 ± 1.52 4.42 ± 0.34 2.56 ± 0.11 382.67* ± 38.27 215.63 ± 4.01 
 Capitulo. 6 
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Figura 6.14 Efecto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre la evolución del contenido 
de clorofilas de las hojas de manzano ‘Reg Gala’ 2001, [Ens. 9]. 
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Figura 6.15.Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución del área foliar de los árboles 
‘Reg Gala’ 2001 [Ens. 9] (a) así como el nivel de las significaciones de las 
diferencias (b). (ns *,**,*** no significativo, significativo al P≤ 0.05, 0.0, 0.001 L, lineal; C, 
cuadrática tratamientos) 
DTPF 50 75 100 125 Evolución 
Control vs. 125 *** ** ns * ** 
Control vs. 250 *** * ns * ** 
Control vs. 375 *** * * * ** 
Control vs. 500 *** * ns ns ** 
Tendencia  L**, C** L* ns C* L*, C* 
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Figura 6.16 Efecto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre la evolución del índice de 
área foliar de árboles ‘Reg Gala’ 2001 [Ens. 9]. Las barras corresponden al 
error típico. 
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Figura 6.17 Efecto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre la evolución de la 
fracción de cielo visible de árboles ‘Reg Gala’ 2001 [Ens. 9]. 
 
al control. Todos los tratamientos, en la última fecha de evaluación, indujeron medias 
inferiores al control, aunque estas no fueron estadísticamente significativas.  
En consecuencia, se observó un efecto del prohexadione-Ca sobre la fracción del cielo 
visible (DINF) en las tres fechas de evaluación, exceptuando el tratamiento con la dosis 250 
mg L-1. Efectivamente dicha dosis, provocó una acusada disminución de la fracción del cielo 
visible en la segunda fecha de evaluación, si bien ésta no fue significativa (Figure 6.17). 
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Tampoco se revelaron cambios estadísticamente significativos entre árboles respeto a las 
mediciones de PAR realizadas 40 días más tarde.  
El prohexadione-Ca tuvo un efecto sobre otros caracteres fisiológicos de la hoja, 
observándose, en la primera fecha (50 DTPF), una disminución de espesor con todas los 
tratamientos de prohexadione-Ca (Figura 6.18). Considerando la evolución de dicho 
parámetro, se encontró un efecto estadísticamente estable con la dosis máxima de 500 mg L-1 
(P≤0.01). Estos análisis también revelaron una relación lineal entre la dosis del 
prohexadione-Ca y el grosor de la hoja (P ≤ 0.01). 
El tratamiento de prohexadione-Ca indujo un aumento de humedad de las hojas. La 
diferencia entre el control y todos los tratamientos fue significativa (P ≤ 0.05). Asimismo, 
también fue significativo el ajuste a una ecuación cuadrática (datos no mostrados). El 
prohexadione-Ca indujo una disminución del peso fresco de hojas, efecto que fue 
significativo en tres de las fechas (50, 70 y 125 DTPF). La evaluación del efecto del 
prohexadione-Ca sobre la evolución del peso fresco, indica una disminución 
estadísticamente significativa (P≤0.05) de este parámetro con todas las dosis aplicadas 
(Figure 6.19). De igual forma, también disminuyó el peso seco de las hojas en todas las 
fechas y con todas las dosis de prohexadione-Ca. Analizando el efecto del tratamiento sobre 
la evolución del peso seco, independientemente de la dosis, el prohexadione-Ca indujo una 
disminución significativa (P≤0.01) (Figure 6.20). Sin embargo, no se detectaron alteraciones 
del peso específico foliar. 
El prohexadione-Ca produjo un efecto significativo sobre la actividad fotosintética neta 
70 DTPF, aumentando la tasa de fotosíntesis independientemente de las dosis aplicadas 
(Tabla 6.24). La tendencia estadísticamente significativa fue una función cuadrática con la 
dosis de regulador (0, 125, 250, 375, 500 mg L-1). Repitiendo el análisis de regresión, sin 
incluir el control, se encontró una tendencia significativa lineal e inversamente proporcional 
a la dosis de prohexadione-Ca. 
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ns,* , **, no significativo y significativo al P≤ 0.05 y 0.01 respectivamente. 
L, lineal; C, cuadrática  
 
 
Figura 6.18 Efecto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre la evolución del espesor 
de hojas de manzano ‘Reg Gala’ 2001, [Ens. 9] (a), así como los niveles de 
significación en de las diferencias y de las tendencias (b). 
 
También se observó una mayor tasa de la transpiración instantánea proporcional a la 
concentración de prohexadione-Ca (independientemente de la inclusión del dato 
correspondiente al control en el análisis).  
 
‘Fuji 2001’, [Ens.6]. 
En este ensayo, el prohexadione-Ca modificó significativamente el contenido en 
clorofilas de las hojas de manzano (Figuras 6.19 a & b). Tanto el SPAD como el método de 
Val et al., (1985) pusieron de manifiesto distintos efectos de una fecha a otra, por lo que no 
puede describirse una respuesta estable a lo largo de la evolución.  
DTPF 50 70 100 125 Evolución 
Control vs. 125 * ns ns ns ns 
Control vs. 250 * ns ns ns ns 
Control vs. 375 * ns ns ns ns 
Control vs. 500 ** ** ns ns ** 
Tendencia  L** L* C* ns L** 
 
a 
b 
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* , **, significativo al P≤ 0.05 y 0.01 respectivamente. L, lineal; C, 
cuadrática.  
 
Figura 6.19 Efecto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre la evolución del peso 
fresco de hojas de manzano ‘Reg Gala’ 2001, [Ens. 9] (a), así como los niveles 
de significación de las diferencias entre los tratamientos y el control y de las 
tendencias (b). 
 
Así, en la primera fecha (50 DTPF), el prohexadione-Ca aumentó la cantidad de 
clorofilas que se mantuvo hasta 75 DTPF en la mayoría de tratamientos. Sin embargo, en las 
evaluaciones siguientes, 100 y 125 DTPF, la clorofila de las hojas tratadas fue menor que la 
del control, si bien la diferencia no fue significativa.  
Al realizar análisis RM-Anova (Within Subject Effect), se encontraron interacciones 
estadísticamente significativas (P≤0.05) entre la fecha de muestreo y los contrastes (control 
vs. cada uno de los tratamientos).  
En dos de las fechas de evaluación: 70 DTPF y 125 DTPF se encontraron efectos del 
prohexadione-Ca sobre el área de las hojas. Considerando la evolución, el prohexadione-Ca 
indujo cambios en el área foliar en los tratamientos 125, 125+125 y 125+50 mg L-1 (Figura 6 
19).  
 
DTPF 50 70 100 125 Evolución 
Control vs. 125 ns * * ns * 
Control vs. 250 ns * * ns * 
Control vs. 375 ns * ns ns * 
Control vs. 500 * * * ns * 
Tendencia  L*, C* L* L* ns * 
b 
a 
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Figura 6.20. Efecto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre la evolución del peso 
seco de hojas de árboles ‘Reg Gala’ 2001 [Ens. 9]. (a), así como los niveles de 
significación de las diferencias entre los tratamientos y el control y de las 
tendencias (b). 
 
Los pesos fresco y seco de hojas no fueron afectados por el prohexadione-Ca. Sin 
embargo, se observó un cierto aumento del peso específico debido a los tratamientos (Figura 
6.21). 
 
 
DTPF 50 70 100 125 Evolución 
Control vs. 125 ** *** ns * *** 
Control vs. 250 * ** * * ** 
Control vs. 375 * ** ** * *** 
Control vs. 500 ns ** * ns *** 
Tendencia  L* L*,C* L* C* L*,C* 
a
b
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Tabla6. 24 Efecto del prohexadione-Ca sobre la fotosíntesis neta (A), la transpiración (E), la eficiencia de  la transpiración instantánea (A/E), la 
conductividad estomática (gs)y la concentración de CO2 (Ci) de las hojas de manzano ‘Red Gala’ 2001, [Exp 9]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
α, nivel de significación de la diferencia entre el control y el tratamiento. *, Significativo al P≤ 0.05 y 0.01 
respectivamente. L, lineal; C, cuadrática.  
 A 
(µmol CO2 m-2s-1) 
E 
(mmol m-2 s-1) 
Ci 
(ppm) 
gs 
(mmol CO2 m-2 s-1) 
A/E 
0       (Control sin tratar) 13.28 2.46 192.6 189.8 0.069 
125     (mg L-1) 16.19*α 2.78 189.5 231.7 0.086* 
250 15.97* 2.60 189.6 225.3 0.084* 
375 15.87* 2.76 209.3 229.7 0.075 
500 14.95* 2.49 172.9 231.7 0.089* 
Tendencia C* ns ns ns L* 
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Figura 6.21 Efecto de distintas concentraciones y aplicaciones de prohexadione-Ca sobre el 
contenido en clorofilas de las hojas de ‘Fuji’, 2001 [Ens. 9]. 
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Figura 6. 22 Efecto de distintas concentraciones y aplicaciones de prohexadione-Ca sobre 
el área foliar de las hojas de ‘Fuji’, 2001 [Ens. 9]. 
a 
b 
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Figura 6.23 Efecto del conjunto de los tratamientos de prohexadione-Ca sobre el peso 
especifico de hojas de ‘Fuji’, 2001 [Ens. 9]. 
  
Discusión.  
En general, la aplicación de reguladores de crecimiento como los triazoles suele inducir 
una disminución del área foliar (Thetford et al., 1995; Val., et al.1997; Fletcher et al., 2000). 
Según Guak et al., (2001) el tratamiento de prohexadione-Ca hace disminuir el área foliar 
del manzano cultivado en invernadero. En nuestro trabajo, se ha abordado el estudio de la 
posible disminución del área foliar debida al prohexadione-Ca, en condiciones de campo, no 
solo a nivel de hoja individual, sino considerando el volumen total de la copa del árbol 
mediante la determinación del índice de área foliar.  
En todos los experimentos presentados en esta parte del trabajo, el prohexadione-Ca 
indujo una disminución del área foliar, reducción que fue observada en las variedades verdes 
de manzana ‘Golden Smoothee’ y en las rojas ‘Fuji’ y ‘Royal Gala’ y ‘Red Gala’. La 
relación entre el área foliar y la concentración de prohexadione-Ca aplicada fue lineal ó 
cuadrática. La evaluación del área foliar en distintas fechas durante el crecimiento 
vegetativo, permitió observar que, el efecto del prohexadione-Ca sobre este parámetro puede 
ser distinto de un muestreo a otro, lo que está estrechamente relacionado con la fecha de 
tratamiento y la dosis aplicada. Al aplicar 100 ó 125 mg L-1 en la variedad ‘Golden 
Smoothee’, se observó una atenuación en el efecto de reducción del área foliar, que fue más 
pronunciada cuando el tratamiento fue aplicado de forma temprana (12 DTPF). Es posible 
que el prohexadione-Ca tenga un tiempo de acción que probablemente esté relacionado con 
Tratados
Control
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la dosis utilizada. Tras este tiempo, el crecimiento prosigue con una tasa más alta, por lo que 
el área foliar final puede ser mayor que la de los controles (fenómeno que ya se encontró en 
el crecimiento de los brotes). Este comportamiento fue observado en varios ensayos, aunque 
en el 4, queda claramente expuesto el referido comportamiento. Similares resultados se 
obtuvieron de las mediciones del índice de área foliar y de la fracción del cielo visible que 
también proporciona información acerca del flujo de luz que atraviesa la copa del árbol.  
En general, podría deducirse que el prohexadione-Ca induce una reducción del área 
foliar. Dicha reducción permite, como se apunta en las especificaciones técnicas que 
acompañan al producto (CD-BASF, 2000), una mayor penetración de luz a través del árbol 
(estimada en nuestro trabajo por DIFN ó PAR). Sin embargo, esta respuesta está 
condicionada por la dosis y la fecha de aplicación del prohexadione-Ca.  
La aplicación foliar de reguladores de crecimiento como los triazoles induce, por lo 
general, un aumento de la concentración de clorofila en hoja (Wang y Gregg, 1989; Thetford 
et al., 1995; Huang, et al., 1995). Según el trabajo que se presenta en este apartado, se ha 
comprobado, en todos los ensayos, que el prohexadione-Ca, al igual que otros inhibidores de 
crecimiento, estimula el aumento de la concentración de clorofilas por unidad de área foliar. 
Dicho efecto puede ser estable a lo largo del desarrollo manteniéndose hasta la última fecha 
de muestreo (recolección ó 125 DTPF, dependiendo del ensayo). Este fue el caso de las 
variedades ‘Golden Smoothee’ y ‘Royal Gala’ en el año 2000. Por otra parte, en los ensayos 
llevados a cabo en la variedad Fuji, este comportamiento se puso de manifiesto en los 
primeros muestreos, mientras que en fechas posteriores pudieron observarse efectos 
contrarios. Entre 50 y 70 DTPF, mientras que el control mostraba un aumento lógico de la 
cantidad de clorofilas por unidad de área foliar, las hojas de los árboles tratados con 
prohexadione-Ca que presentaban mayor concentración de clorofilas a 50 DTPF, mostraron 
una disminución considerable 70 DTPF.  
Concomitantemente al aumento de clorofila foliar, el prohexadione-Ca indujo una 
disminución de la relación clorofila a/b. Este comportamiento fue descrito por Thetford, et 
al., (1995) tras aplicación de Uniconazol (un Triazol) a forsitias (Forsythia × intermedia 
Zab.). Según estos autores, la disminución de la relación clorofila a/b paralela al aumento de 
la cantidad de clorofila total, es una característica típica de hojas adaptadas a condiciones de 
sombra. Efectivamente, la cantidad de pigmentos puede estar influida por el nivel de 
irradiación durante el desarrollo (Mengel y Kirkby, 2001). Según Therford et al., (1995); los 
triazoles pueden influir de forma directa ó indirecta sobre la biosíntesis de clorofilas. 
Indirectamente sería por reducción de la cantidad de luz interceptada por las hojas, debido a 
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la disminución de la longitud de los entrenudos (Capitulo 4 y 5); y, de una manera directa 
sería afectando la síntesis de clorofilas de tal modo que la clorofila b estaría favorecida 
respecto a la de clorofila a.  
En este trabajo, nos inclinamos más por la hipótesis de un efecto directo del 
prohexadione-Ca sobre la fotosíntesis. En este sentido, las mediciones del PAR mostraron, 
en general, un mayor flujo de luz en las plantas tratadas; aunque el efecto estuvo 
condicionado por la fecha de evaluación y por la concentración aplicada. Apoyando esta 
hipótesis, se pueden aportar los datos que reflejan, independientemente de la cantidad de 
clorofila, aumentos de la tasa de fotosíntesis, concentración de CO2 interna, transpiración y 
conductancia estomática (Tabla 6. 25) 
Otros trabajos, también describieron un aumento de la conductancia estomática tras la 
aplicación de otros triazoles (Bonomo et al., 1989; Steffens y Zimmerman, 1990). Sin 
embargo, estudios más recientes acerca de aplicaciones de prohexadione-Ca en manzano 
(Guak et al., 2001) refieren que ante un tratamiento con 250 mg L-1, no se registraron valores 
de conductancia distintos del control hasta que transcurrió un periodo de 2 horas a 1 día tras 
la aplicación. Sin embargo, en este mismo trabajo se constata que 17 días más tarde la 
conductancia de hojas tratadas fue menor que las de control. Trabajos realizados en la 
estación experimental de Aula Dei por Alberto Pequerul bajo la dirección de Jesús Val 
Falcón (datos no publicados) demostraron un efecto muy importante del paclobutrazol sobre 
la actividad fotosintética de las plantas de remolacha y de cebada con un mayor rendimiento 
en el transporte electrónico a través del PSII. También se pudo demostrar, que para una 
misma cantidad de luz, las plantas tratadas con paclobutrazol contienen mayor proporción de 
centros de reacción PSII que las plantas control. 
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Tabla 6.25 Efecto del prohexadione-Ca sobre la fotosíntesis neta (A), la transpiración (E), la eficiencia de  la transpiración instantánea (A/E), la 
conductividad estomatica (gs)y la concentración de CO2 (Ci), corregidos por la concentración de clorofilas de las hojas de manzano 
‘Red Gala’ 2001, [Exp 9]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
α, nivel de significación de la diferencia entre el control y el tratamiento. *, Significativo al P≤ 0.05 y 0.01 respectivamente.  
 
 A 
(µmol CO2 m-2s-1) 
E 
(mmol m-2 s-1) 
Ci 
(ppm) 
gs  
(mmol CO2 m-2 s-1) 
A/E  
0       (Control sin tratar) 13.40 2.40 168.3 176.6 0.078 
125     (mg L-1) 16.26* 2.74 219.1* 180.1 0.091 
250 15.96 2.61 227.6** 191.3 0.083 
375 15.73 2.83 254.8** 227.9* 0.066 
500 14.91 2.51 204.3* 177.9 0.086 
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El aumento del espesor de las hojas tras la aplicación de ciertos reguladores de 
crecimiento como los triazoles fue descrito por distintos autores (Gao et al., 1987; Davis et 
al., 1988; 1992; Val., et al.1997; Thetford et al., 1995). En uno de nuestros ensayos sobre 
‘Golden Smoothee’ en el 2001 [ENS.4], se observó un comportamiento similar al descrito, 
registrándose aumentos del espesor de hoja durante todo el periodo de crecimiento 
vegetativo. Sin embargo, en los ensayos con ’Fuji’ y ‘Gala’, 2001 [Ens.6] y [Ens.9], en la 
primera fecha de evaluación (50 DTPF), el prohexadione-Ca indujo una disminución del 
espesor. Este efecto fue desapareciendo, a excepción del tratamiento con 500 mg L-1, 
alcanzando dichas hojas mayor espesor. El elemento común entre los dos ensayos en los que 
se observó este efecto consistió en que la fecha de tratamiento fue la plena floración. Del 
mismo modo, estos son los ensayos en los que el efecto sobre la clorofila foliar fue opuesto 
(con algunos tratamientos) al encontrado en el resto de experimentos, cuyos resultados 
concuerdan con los de la bibliografía. En las mismas fechas (50 DTPF) en que las hojas de 
‘Fuji’ tienen menor espesor, se encontró mayor concentración de clorofila por unidad de área 
foliar.  
La capacidad de retención de agua por las hojas también se vio afectada por el 
tratamiento con prohexadione-Ca. Si bien este parámetro se modificó en la práctica totalidad 
de los ensayos, los resultados más concluyentes se obtuvieron con ‘Red Gala’ y ‘Fuji’ en el 
2001 [Ens. 9] y [Ens. 6]. El denominador común de ambos ensayos fue la aplicación del 
prohexadione-Ca en plena floración. Aunque quede en el terreno de las hipótesis, podría 
apuntarse que dicho efecto esté relacionado con la fecha de aplicación.  
El efecto del prohexadione-Ca sobre el peso de las hojas puede variar en el sentido de 
aumentar, de disminuir o de no producir alteración. Esta respuesta podría depender de la 
variedad, fecha de aplicación, y concentración del producto aplicado. Entre todas las 
variedades utilizadas, el peso de las hojas de ‘Fuji’ no fue afectado por el prohexadione-Ca, 
al menos en nuestras condiciones de experimentación. La diferencia de respuesta entre las 
dos variedades, ‘Red Gala’ y ‘Royal Gala’, no sabemos si es debida a un efecto de 
determinismo genético ó a la fecha de aplicación. En el caso de la ‘Royal Gala’, el 
tratamiento indujo cambios 28 DTPF, mientras que para la ‘Red Gala’, cuyo tratamiento fue 
efectuado en plena floración, el prohexadione-Ca provocó una disminución del peso seco y 
fresco de todas las hojas muestreadas durante todo el periodo de crecimiento vegetativo. De 
igual forma, entre los tres ensayos efectuados sobre ‘Golden Smoothee’, el único que mostró 
un efecto en el peso de las hojas fue el [Ens. 4] en el 2001, cuando el tratamiento fue 
aplicado 12 DTPF, mientras que en los demás, el tratamiento fue realizado mucho mas tarde. 
 Capitulo. 6 
 
 111
Es probable que la fecha de aplicación influencie la aparición de efectos sobre el peso de 
hoja. En el referido ensayo, se observó que el prohexadione-Ca puede inducir tanto 
aumentos como disminuciones del peso seco y fresco de las hojas, respuesta que está en 
función de la concentración aplicada. Una vez más, como el crecimiento de los brotes (ver 
Capitulo 4 y 5), el efecto de la primera aplicación parece ser más determinante. El aumento 
del peso especifico observado tras la aplicación del prohexadione-Ca fue también descrito 
por Guak et al., (2001) y por otros autores aplicando otros reguladores de crecimiento (Davis 
et al., 1988; Steffens y Zimmerman, 1992). La disminución del peso seco descrita en este 
trabajo fue también observado por autores aplicando distintos inhibidores de crecimiento 
como los triazoles (Thetford et al., 1995; Huang, et al., 1995). 
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Efecto del Prohexadione-Ca sobre el Contenido 
en Macro y Micro-nutrientes de la Hoja 
 
Resumen 
 
El efecto de las aplicaciones de prohexadione-Ca sobre la evolución del contenido de 
macro y micro elementos fue abordado en cuatro ensayos con las variedades ‘Fuji’ (en el 
año 1999 y 2001), ‘Royal Gala’ y ‘Golden Smoothee’ (ambos en el año 2000). 
Independientemente del tratamiento con prohexadione-Ca, el contenido de N, P, K, Mg, 
Mn, Cu y Zn disminuyó a lo largo de la temporada, mientras que el Ca y el Fe fueron 
aumentando. Los efectos del prohexadione-Ca sobre cada nutriente fueron distintos 
dependiendo de la variedad, condiciones experimentales, dosis de regulador de 
crecimiento y fecha de aplicación. Las hojas tratadas con prohexadione-Ca son capaces de 
exportar N más rápidamente hacia los demás órganos, ya que la disminución de este 
elemento a lo largo de la estación es más acusada que en los controles. Aplicaciones de 
prohexadione-Ca entre 100 y 400 mg L-1 indujeron (cuando hubo efecto) un aumento del 
contenido foliar de Ca, Mg, Mn, Cu y Zn. En los ensayos con ‘Golden Smoothee’, ‘Red 
Gala’,y ‘Fuji’de 1999, se han registrado aumentos del contenido de Fe en las hojas 
tratadas, mientras que en la variedad ‘Fuji’ (2001), en otras condiciones experimentales, el 
efecto fue el opuesto. También, se han observado disminuciones del contenido de K 
debidas al tratamiento con prohexadione-Ca en los muestreos tempranos, mientras que la 
tendencia general fue hacia un mayor nivel de K.  
Introducción.  
La translocación de nutrientes entre distintos órganos vegetativos, depende de la 
movilidad de los elementos (Bucovac y Wittwer, 1957) que puede verse afectada por 
factores de determinismo genético ó ambiental (Marschner, 1995). La competición entre 
órganos vegetativos y reproductivos para los elementos nutritivos tiene una importancia 
irrefutable en la producción final así como en la calidad del fruto. 
No existen muchos trabajos dedicado al estudio del efecto de los inhibidores de 
crecimiento sobre la nutrición mineral y mucho menos al nivel de la hoja. Sin embargo, los 
conocimientos del efecto de las hormonas (fitohormonas) sobre el crecimiento y el 
desarrollo de las distintas partes de las plantas, así como su papel en el transporte de los 
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asimilados nos permite pensar que cualquier elemento que perturba el equilibrio y el 
balance hormonal interno tendría, probablemente, un efecto sobre la distribución de 
nutrientes minerales. 
En algunos trabajos donde plantones de manzano fueron cultivadas en solución 
nutritiva, se observó que el tratamiento con paclobutrazol causaba grandes cambios y 
alteraciones en la fisiología y bioquímica vegetales. Entre ellos, hay que destacar el 
aumento de la concentración de algunos elementos minerales en el tejido foliar (Steffens et 
al., 1985a; Steffens y Wang, 1984; Swietlik y Miller, 1984 y 1985). También se 
observaron aumentos en la concentración de elementos minerales como (N, P, Mg y K) 
tras el tratamiento con paclobutrazol a manzanos ‘Topred Delicious’ de 1 año (Wieland y 
Wample, 1985). Aplicaciones de paclobutrazol, uniconazol y triapentenol a árboles 
‘Golden Smoothee’ injertados sobre distintos patrones, en macetas (Zéller et al., 1991) 
mostraron que el efecto de los reguladores de crecimiento sobre el contenido mineral de 
las hojas dependía de las características del patrón. 
En condiciones de experimentación en campo, Monge et al., (1993) observaron 
cambios en la concentración de elementos minerales en hojas de melocotonero tratadas 
con el paclobutrazol: Ca, Mg, Fe, y Mn aumentaban, mientras el N y el K disminuían. El 
mismo grupo (Blanco et al., 2002 a y b), describió un efecto del paclobutrazol sobre la 
distribución de los macro y micro elementos entre frutos y brotes del melocotonero. 
También en melocotonero, se observó una disminución de los elementos minerales a nivel 
de hoja (Val, et al., 1997). En esta parte del trabajo se plantea estudiar el efecto del 
prohexadione-Ca sobre el estatus nutricional y, por consiguiente, el contenido en micro y 
macro nutrientes en hojas del manzano.  
Material y métodos  
En esta parte de la tesis se presentan los resultados relativos a los ensayos: 2, 5, 6 y, 8 
(Ver Capitulo 3, Material y Métodos). Durante los años experimentales 1999 y 2000, se 
efectuaron muestreos de hojas en tres fechas: 70; 120 DTPF y en la recolección. En el 
ensayo realizado en el año experimental 2001, se efectuaron cuatros muestreos de hojas: a 
50, 70, 100 y 125 DTPF. Se tomaron al azar próximamente 40 hojas del tercio medio de 
los brotes del año. En cada experimento se consideraron tres bloques. Después de 
despeciolar las hojas, se lavaron con detergente (exento de fosfato) y finalmente con agua 
destilada. El material se secó en estufa en corriente de aire caliente (65º-48 horas). 
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Posteriormente se homogeneizó en molino y se pasó por un tamiz (60 mallas). Para los 
análisis que fueron realizadas siguiendo los métodos de Pinta y C.I.I.(1973), se utilizó 1 g 
de muestra seca. Las concentraciones de Ca, Mg, Mn, Zn, Fe y Cu se determinaron por 
espectrofotometría de absorción atómica, fósforo por el método de Vanadofosfomolibdato 
y potasio por emisión de llama. El nitrógeno se analizó según el método de Dumas.  
Espectrofotometría de absorción atómica. El aparato utilizado en este trabajo fue un 
Solaar 969 (Unicam, Reino Unido). Las concentraciones de los distintos elementos se 
determinaron a partir de rectas de calibración realizadas con patrones comerciales 
(Tritisol, Merck). Para cada elemento se ajustó la longitud de onda de absorción: Ca a 
422.67 nm; Zn a 213.86 nm; Cu a 342.50 nm; Fe a 248.30 nm; Mg a 285.30 nm; Mn a 
279.50 nm. 
Emisión Atómica. Se utilizo el mismo equipo, 969; en configuración de emisión 
atómica, sin lámpara y con el fotomultiplicador preparado para detectar señales de 
transmisión. La principal longitud de onda de emisión del potasio es de 766.49 nm, con 
llama Acetileno/aire. 
Método Dumas. El instrumento utilizado en este método es un analizador proteico NA 
2100, THERMO). El principio de este método analítico es la combustión instantánea 
controlada y cuantitativa de la muestra, para asegurar una elución efectiva de los gases 
generados y de su proporción estequiométrica. El nitrógeno es eluído en una columna 
cromatográfica rellena con carbón activo. El gas de combustión purificado cruza un 
detector de conductividad térmica que envía una señal eléctrica, proporcional a la 
concentración de nitrógeno, a un sistema de integración basada en PC (Eager 200). El 
método está más ampliamente detallado en el la tesis doctoral de Yolanda Aznar (2001). 
Cálculo de la desviación de óptimo porcentual nutricional (DOP): El índice de 
desviación del óptimo porcentual está definido como la desviación porcentual de la 
concentración de un elemento con respecto a la concentración óptima considerada valor de 
referencia (Montañés et al., 1991). La siguiente relación esta aplicada: 
100100* −=
Cref
CDop   
Donde, C y Cref son respectivamente las concentración foliar del elemento en la 
muestra analizada (media entre 70 y 120 DTPF en un tratamiento que indujo un efecto 
estable en el tiempo) y la concentración óptima del mismo elemento (en porcentaje sobre 
materia seca). 
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Los análisis estadísticos que ya han sido descritos en el tercer capitulo fueron 
utilizados para responder a las siguientes preguntas, formuladas en el siguiente orden:  
- ¿Como evoluciona el contenido de los nutrientes a lo largo de la temporada 
independientemente del tratamiento de prohexadione-Ca? 
- ¿Existe ó no un efecto del tratamiento de prohexadione-Ca sobre dicho contenido 
en fechas puntuales? 
- ¿Este efecto (cuando existe) es estable a lo largo de la temporada ó distinto de un 
muestreo a otro? 
- ¿Este efecto (cuando existe) cambia ó no la evolución normal (del control) de los 
nutrientes a lo largo de la temporada? 
- En el caso de tratamientos induciendo efectos estables a lo largo de la temporada, 
¿cuales son sus efectos sobre el estatus nutricional de las plantas, determinado a 
través del cálculo de los índices DOP?. 
Resultados 
Nitrógeno 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5].  
El contenido de nitrógeno en hojas de manzano ‘Fuji’ fue diferente de un muestreo a 
otro (P≤0.001) disminuyendo a lo largo de la estación según una tendencia lineal 
(P≤0.001), independientemente del tratamiento de prohexadione-Ca (Figura 7.24 a & b). 
Los análisis dentro de cada fecha de evaluación revelaron, en la mayoría de los 
tratamientos, una disminución del contenido de nitrógeno en las hojas tratadas, 
comparándolas con el control sin tratar. En la primera serie de tratamientos, estas 
disminuciones fueron estadísticamente significativas en la fecha de recolección con los 
tratamientos 200 y 400 mg L-1. En la segunda serie de tratamientos, también se 
encontraron disminuciones estadísticamente significativas, principalmente en recolección, 
con los tratamientos de 100+100 mg L-1, 200 mg L-1, 200+200 mg L-1. En la Tabla 1, están 
presentadas las tendencia (cuando existen) de cada uno de los nutrientes en cada fecha de 
evaluación.  
En la Tabla 7.24, están presentadas las tendencias (cuando existen) del nitrógeno (y de 
cada uno de los nutrientes) en cada fecha de evaluación.  
Los análisis que describen la evolución, revelaron una disminución de la cantidad de 
nitrógeno cuando el prohexadione-Ca fue aplicado en floración ó 20 días tras plena 
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floración (ambas series de tratamientos). Este resultado ocurrió cuando la dosis total fue 
superior ó igual a 200 mg L-1 aplicados de distintas maneras. Se presentan las ecuaciones 
de tendencia lineal de todos los tratamientos en la Tabla 7.27. 
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Figura 7.24 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el nitrógeno en las hojas, 
[Ens. 5] cuando la serie de tratamientos fue comenzada en plena floración (a), 
ó 20 DTPF (b). 
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Tabla 7.26 Tendencia lineal y cuadrática (cuando existe) de los elementos nutricional en 
cada fecha de evaluación. ‘Fuji’ 1999, [Ens.5]. 
 
α, DAFB; **, ***, significativo al nivel P≤0.01, 0.001 respectivamente.  
 
‘Fuji’ 2001, [Ens.6] 
En este ensayo también, el contenido de nitrógeno de las hojas, independientemente 
del tratamiento de prohexadione-Ca disminuyó de un muestreo a otro (P≤0.001) siguiendo 
una tendencia lineal a lo largo de las cuatro evaluaciones efectuadas (P≤0.001). Los 
tratamientos de prohexadione-Ca, no indujeron ningún efecto significativo sobre el 
contenido de nitrógeno en las hojas de manzano ’Fuji’ en estas condiciones de 
experimentación, aunque se observó un ligero aumento principalmente a 100 DTPF.  
‘Royal Gala’ 2000, [Ens. 8]  
Independientemente del tratamiento de prohexadione-Ca, el contenido de nitrógeno en 
las hojas de ‘Royal Gala’ varió de un muestreo a otro (P≤0.001) disminuyendo a lo largo 
de la temporada según un patrón lineal (P≤0.001).  
Los análisis realizados en cada fecha de muestreo no revelaron efecto significativo de 
tratamiento de prohexadione-Ca; sin embargo, los análisis (Between Subject Effect) 
aplicados al estudio de la evolución de la diferencia entre el contenido de nitrógeno en las 
hojas.  
 
 
 
 
Tendencia (0, 100, 200, 400) 70 120 Recolección 
Tratamientos empezados en plena floración 
Mg       (%) L* - - 
Fe       (ppm) C* - - 
Mn     (ppm) L* C* - 
Tratamientos empezados  20 DTPF 
P           (%) - L* - 
Ca         (%) - L*, C* - 
Mg        (%) C* C* - 
Mn      (ppm) L* C* - 
Zn       (ppm)   L** L*** L* 
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Tabla 7.27 Evolución de la concentración de nitrógeno (%) en hoja a lo largo de la 
temporada en los diferentes tratamientos de prohexadione-Ca; [Ens. 5], ‘Fuji’, 
1999. 
α, DAFB; **, ***, significativo al nivel P≤0.01, 0.001 respectivamente.  
 
tratadas y control, manifestaron que las tratados con 125 mg L-1 una vez y dos veces, 
tenían un contenido de nitrógeno mayor que las hojas control (P≤0.05), siguiendo el 
mismo patrón (Figura 7.25).  
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2] 
El contenido de nitrógeno en las hojas de árboles ‘Golden Smoothee’, fue diferente de 
un muestreo a otro (P≤0.001), disminuyendo a lo largo de la temporada siguiendo una 
tendencia lineal estadísticamente significativa (P≤0.001). El tratamiento de prohexadione-
Ca tubo un efecto significativo sobre esta tendencia lineal (P≤0.05). El análisis dentro de 
cada fecha de muestreo revelo un aumento significativo del contenido de nitrógeno en las 
hojas tratadas con la concentración de 100 mg L-1 (Figura 7.26). 
Fósforo 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5]  
El contenido de P fue distinto de un muestreo a otro (P≤0.05), disminuyendo a lo largo 
de las tres evaluaciones siguiendo una tendencia lineal (P≤0.05). Ambos efectos fueron 
independientes del tratamiento de prohexadione-Ca. 
Tratamientos (mg L-1) Regresión linealα Significación 
0    (Sin tratar) N = -0.4338x+3.6469 (***; R2 = 0.739) 
Primera serie de tratamientos (Aplicaciones empezadas en plena floración) 
100 N= -0.4697x+3.6702 (***); R2 = 0.808) 
100+100 N= -0.4642x+3.6713 (***); R2 = 0.690) 
200 N= -0.5328x+3.759 (***); R2 = 0.791) 
200+200 N= -0.4968x+3.759 (***); R2 = 0.850) 
400 N= -0.5645x+3.9223 (***); R2 = 0.811) 
Segunda serie de tratamientos (Aplicaciones empezadas 20 DTPF) 
100 N= -0.3826x+3.473 (***); R2 = 0.646) 
100+100 N= -0.4947x+3.640 (***); R2 = 0.800) 
200 N= -0.5029x+3.729 (**); R2 = 0.787) 
200+200 N= -0.4729x+3.649 (***); R2 = 0.745) 
400 N= -0.5183x+3.810 (***); R2 = 0.800) 
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Figura 7.25 Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido de nitrógeno en hoja de 
‘Royal Gala’, [Ens. 8] recogidas en distintas fechas 
 
 
 
 
 
Figura 7.26 Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido en nitrógeno de hojas ‘Golden 
Smoothee’ [Ens.2], recolectadas en 3 fechas a lo largo del periodo de 
crecimiento 
 
En las aplicaciones comenzadas en plena floración, el prohexadione-Ca indujo una 
disminución del contenido de P en hojas que fue significativo a los 120 DTPF. Dicha 
disminución se obtuvo en los tratamientos de 100 mg L-1 aplicados una vez ó dos veces, y 
con la dosis de 200 mg L-1 aplicada una sola vez (Figura 7.27 a). En las aplicaciones 
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tardías, 20 DTPF (segunda series de tratamientos), el prohexadione-Ca indujo una 
disminución del contenido de P (Figura 7.27 b), en los tratamientos 100 y 200 mg L-1 
aplicados dos veces; y también en la dosis de 400 mg L-1. 
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Figura 7.27 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido de fósforo 
foliar, [Ens. 5] cuando la serie de tratamiento comenzó en plena floración (a), 
ó 20 DTPF (b). 
 
‘Fuji’ 2001, [Ens.6] 
En este otro ensayo de ‘Fuji’, el contenido de fósforo también fue distinto de un 
muestreo a otro (P≤0.001) siguiendo una tendencia lineal y cuadrática estadísticamente 
significativa (P≤0.01 y P≤0.001) a lo largo de las evaluaciones. De la misma manera, este 
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comportamiento fue independiente del tratamiento con prohexadione-Ca. Sin embargo, en 
este ensayo el análisis dentro de cada fecha de muestreo no reveló un efecto 
estadísticamente significativo del prohexadione-Ca sobre el contenido de fósforo de las 
hojas (Datos no mostrados).  
‘Royal Gala’ 2000, [Ens. 8] 
El contenido de fósforo fue, como en los demás ensayos, distinto de un muestreo a 
otro (P≤0.01) siguiendo una disminución a lo largo de la temporada con una tendencia 
lineal (P≤0.001). Asimismo, no se observó un efecto del prohexadione-Ca sobre esta 
evolución. Sin embargo, las hojas tratadas tuvieron menos fósforo con el prohexadione-
Ca. Este efecto fue estadísticamente significativo 120 DTPF con las dosis 125 y 250 
aplicadas dos veces (Figura 7.28).  
 
Figura 7.28 Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido en fósforo foliar de ‘Royal 
Gala’, [Ens. 8].  
 
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2] 
El contenido en fósforo de las hojas de ‘Golden Smoothee’ fue diferente de un 
muestreo a otro (P≤0.001), disminuyendo a lo largo de la temporada según una tendencia 
lineal (P≤0.001) (Figura 7.29 a). El tratamiento de prohexadione-Ca no cambió esta 
tendencia general, sin embargo, las hojas tratadas presentaron un nivel de fósforo más 
bajo.  
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El efecto del prohexadione-Ca fue observado en las 3 fechas de muestreo y también en 
los análisis que describen la evolución. Las concentraciones de 200 y 400 mg L-1 indujeron 
una disminución estadísticamente significativa (Figura 7.29b) a lo largo de la evaluación. 
 
 70 120 Recolección Evolución 
Control vs. 100 mg L-1 ns ns ns ns 
200 ns ns * ** 
400 * * * ** 
Tendencia L* L* L* L** 
ns, **, ***, no significativo,  significativo al nivel P≤0.01, 0.001 respectivamente. 
 
 
Figura 7.29 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución del contenido en fósforo (a) 
de las hojas de ‘Golden Smoothee’ [Ens.2] así como los niveles de 
significación (b). 
 
 
Potasio 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5].  
El contenido en potasio foliar de los manzanos ‘Fuji’ fue diferente de un muestreo a 
otro (P≤0.001). Independientemente del tratamiento, este contenido disminuyó a lo largo 
de la temporada, siguiendo una tendencia lineal estadísticamente significativa (P≤0.001).  
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Figura 7.30 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en potasio 
foliar, [Ens. 5] cuando la serie de tratamiento comenzó en plena floración (a), 
ó 20 DTPF (b) 
 
 
Las hojas tratadas mostraron mayor contenido de potasio que las del control. Sin 
embargo, el aumento fue estadísticamente significativo únicamente con el tratamiento de 
100 mg L-1 realizado dos veces en la primera serie de tratamientos (comenzados en plena 
floración) (Figura 7 a); y con la aplicación de la dosis de 400 mg L-1 20 DTPF (Figura 
7.30. b), ambos revelados en la fecha de 120 DTPF. El análisis de la evolución, no reveló 
efectos estables a lo largo de la temporada.  
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Figura 7.31.Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en potasio de 
hojas ‘Fuji’, 2001 [Ens. 6]. 
 
‘Fuji’, 2001 [Ens.6]. 
El contenido de potasio no fue distinto de un muestreo a otro, y tampoco siguió una 
tendencia estadísticamente significativa. El estudio del efecto de prohexadione-Ca dentro 
de cada evaluación, indicó una disminución (P≤0.05) 50 DTPF del contenido de potasio 
únicamente cuando el primer tratamiento fue de 250 mg L-1. A partir de 75 DTPF, la 
concentración de potasio en hojas tratadas fue mayor que las de control. Dicho aumento 
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fue estadísticamente significativo en las fechas 100 y 125 DTPF con los tratamientos 
125+125 mg L-1 y de 250 mg L-1 (Figura 7. 31 a &b).  
En los análisis que consideran la evolución, se observa un aumento estadísticamente 
significativo (P≤0.05) en ambos tratamientos (125+125 mg L-1 y 250 mg L-1) a lo largo de 
la temporada.  
‘Royal Gala’, 2000 [Ens. 8] y ‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2]. 
El contenido en potasio de las hojas de ‘Royal Gala’ y de ‘Golden Smoothee’ fue 
distinto (P≤0.001) de un muestreo a otro. Sin embargo, no hubo efecto del prohexadione-
Ca sobre el contenido de potasio en ninguna fecha de evaluación y con ninguno de los 
tratamientos realizados. 
Calcio  
‘Fuji’ 1999, [Ens.5].  
Independientemente del tratamiento con prohexadione-Ca el contenido en calcio fue 
aumentado a lo largo de la temporada siguiendo una tendencia lineal (P≤0.001). 
Asimismo, de un muestreo a otro, el contenido en calcio fue distinto (P≤0.001). 
En cada fecha de evaluación, el prohexadione-Ca no afectó el contenido en Ca cuando 
los tratamientos se aplicaron en floración (datos no mostrados). Sin embargo, cuando estos 
comenzaron 20 DTPF, en unas dosis totales de 200 mg L-1 y de 400 mg L-1 aplicadas de 
distintas formas (Figura 7.32), se observó un aumento de la concentración de Ca a 70 y 
120 DTPF (P≤0.05). 
El análisis de tendencia en cada fecha de muestreo demostró una relación lineal y 
cuadrática entre la concentración de prohexadione-Ca y el contenido de Ca a los 120 
DTPF (Tabla 7.26). 
Aunque la concentración del Ca aumentó a lo largo de las evaluaciones siguiendo la 
misma tendencia y dentro de los valores normales, los análisis de RM considerando la 
evolución, permitieron revelar, que el mayor nivel de Ca se obtuvo en los tratamientos que 
se aplicaron en una concentración total igual o superior a 200 mg L-1, independientemente 
de la forma de aplicación. 
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Figura 7.32 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido foliar de 
calcio [Ens. 5] cuando la serie de tratamientos comenzó 20 DTPF 
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Figura 7.33 Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido en calcio de hojas ’Royal 
Gala’, [Ens. 8]. 
 
‘Fuji’ 2001, [Ens.6]. 
El tratamiento de prohexadione-Ca realizado en las condiciones de este ensayo no 
indujo ningún efecto estadísticamente significativo sobre el contenido de Ca en hojas. Las 
concentraciones obtenidas aumentaban a lo largo de las evaluaciones dentro de los valores 
normales. Aunque se observó un cierto aumento de la concentración únicamente en la 
primera fecha de evaluación (50 DTPF) y solo con los tratamientos: 250 mg L-1, 250 dos 
veces, y 250 + 50 mg L-1. 
* * * *
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‘Royal Gala’ 2000, [Ens. 8] 
En las condiciones de este ensayo, se observó un aumento de la concentración de 
calcio en hojas de árboles ‘Gala’ en la primera fecha de evaluación (70 DTPF) y en la 
ultima (recolección). El aumento fue estadísticamente significativo (P ≤ 0.05) en 70 DTPF, 
cuando las dosis aplicadas fueron 250 mg L-1 aplicada una y dos veces (Figura 7.33).  
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens.2] 
El prohexadione-Ca no indujo efectos significativos sobre el contenido en calcio de las 
hojas de ‘Golden Smoothee’ en las condiciones de experimentación (Datos no mostrados).  
Magnesio 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5] 
El contenido de Mg en las hojas fue distinto de un muestreo a otro (P≤0.001), 
independientemente del prohexadione-Ca siguiendo una disminución lineal (P ≤ 0.001). 
Los tratamientos de prohexadione-Ca comenzados en plena floración, no indujeron efectos 
significativos sobre el contenido de Mg. Sin embargo, las aplicaciones realizadas 20 
DTPF, indujeron un aumento de la concentración de Mg con los siguientes tratamientos: 
100, 100+100 y 200 mg L-1. Estos aumentos se observaron en todas las fechas de 
muestreos pero se revelaron estadísticamente significativos solo 120 DTPF (Figura 7.34). 
El análisis considerando la evolución del contenido de Mg a lo largo de la temporada, 
reveló que el tratamiento 100+100 mg L-1 indujo una concentración más alta que los 
controles . 
‘Fuji’ 2001, [Ens.6] 
Las aplicaciones de prohexadione-Ca realizados sobre la misma variedad en las 
condiciones experimentales de este ensayo, no indujeron efectos sobre el contenido en Mg 
de hojas (Datos no mostrados). La tendencia general a lo largo de las cuatro evaluaciones 
fue cuadrática (P ≤ 0.01) sin efecto del tratamiento con prohexadione-Ca sobre la misma. 
Asimismo, hubo un efecto del muestreo altamente significativo a lo largo de la temporada. 
Es decir, la concentración de Mg fue distinta de una evaluación a otra (P≤0.001) 
independientemente del prohexadione-Ca.  
‘Royal Gala’2000,  [Ens. 8] 
Los tratamientos con prohexadione-Ca indujeron un aumento del contenido en Mg de 
las hojas de árboles ‘Royal Gala’ a partir de 120 DTPF. 
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Figura 7.34 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en magnesio 
de hojas, [Ens. 5], ‘Fuji’, 1999; cuando la serie de tratamiento fue empezada 
20 DTPF. 
 
Dicho aumento se reveló estadísticamente significativo en recolección (Figura 7.35). En 
esta fecha, la relación entre la concentración de prohexadione-Ca (considerando 0, 125, y 
250 mg L-1) y el contenido en Magnesio fue lineal y estadísticamente significativa 
(P≤0.05). 
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2] 
Los análisis de RM revelaron, que el contenido de Mg cambiaba (P≤0.001) de una 
evaluación a otra, siguiendo una tendencia general lineal (P≤0.01) sin ninguna interacción 
con el tratamiento. Además, el tratamiento de prohexadione-Ca promovió un mayor nivel 
de Mg, que resultó estadísticamente significativo (P≤0.05) con la dosis de 400 mg L-1 a los 
120 DTPF (Figura 7.36) 
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Figura 7. 35 Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido en Magnesio de hojas, 
de‘Royal Gala’, [Ens. 8]. 
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Figura 7.36 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución del contenido en magnesio de 
hojas de ‘Golden Smoothee’ [Ens. 2]. 
 
Hierro 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5]  
El contenido de hierro en las hojas de manzano ‘Fuji’ fue distinto de una evaluación a 
otra (P≤0.001). El aumento observado durante la temporada fue lineal (P≤0.01). Según, los 
análisis realizados en cada muestreo, aunque hubo disminuciones del contenido de hierro 
en algunas fechas y con algunos tratamientos (100 y 100+100 mg L-1), este efecto no fue 
estadísticamente significativo. Sin embargo, se registró un aumento de la concentración de 
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hierro en las hojas evaluadas 70 DTPF con la dosis de 200 mg L-1 aplicada una vez y dos 
veces a partir de plena floración (Figura 37 a). Para los tratamientos comenzados 20 DTPF 
(Figura 37 b), también aumentó del contenido de hierro en recolección (P≤0.05). La 
relación entre el contenido de Fe y la concentración de prohexadione-Ca fue cuadrática 
estadísticamente significativa en el primer muestreo (Tabla 7.26).  
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Figura 7.37 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en hierro de 
hojas, [Ens. 5] cuando la serie de tratamientos comenzó en plena floración (a), 
ó 20 DTPF (b).  
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‘Fuji’ 2001, [Ens.6] 
El contenido en hierro de hojas ‘Fuji’ fue también distinto de un muestreo a otro 
(P≤0.001). Dicho contenido fue aumentando a lo largo de la temporada siguiendo una 
tendencia lineal y cuadrática altamente significativa (P≤0.001). 
Sin embargo, en este experimento, el tratamiento con el inhibidor de crecimiento 
indujo una disminución de la concentración de hierro. Este efecto fue estadísticamente 
significativo 100 DTPF para la mayoría de los tratamientos (Figura 7. 38).  
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Figura 7. 38 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en hierro de 
hojas de ‘Fuji’, [Ens. 6].  
 
 
Considerando el efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido de este elemento a lo 
largo de las tres fechas, los tratamientos de 125 y 250 mg L-1 aplicados una vez, indujeron 
una disminución estadísticamente significativa (P ≤ 0.05). 
‘Royal Gala’ 2000, [Ens. 8]  
El contenido en hierro de las hojas ‘Royal Gala’ en las condiciones de experimentación 
de este ensayo, no fue estadísticamente distinto de un muestreo a otro. La tendencia 
general, sin interacción con el tratamiento de prohexadione-Ca fue cuadrática (P ≤ 0.001). 
A 70 DTPF, todos los tratamientos con prohexadione-Ca indujeron aumentos del 
contenido de hierro que fue estadísticamente significativo (P ≤ 0.05) para la aplicación de 
*
*
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250 mg L-1 dos veces. Este mismo tratamiento mantuvo las hojas con un nivel de hierro 
significativamente más alto a lo largo de la temporada (P≤0.05) (Figura 7.39). 
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2] 
El contenido en hierro de las hojas de los árboles ‘Golden Smoothee’ fue distinto de un 
muestreo a otro (P≤0.01). Dicho contenido aumentaba durante la temporada siguiendo una 
tendencia lineal estadísticamente significativa (P≤0.01). Esta tendencia general no resultó 
afectada por el tratamiento con el regulador (Figura 7.40). 
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Figura 7.39 Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido en hierro de hojas, de‘Royal 
Gala’, [Ens. 8].  
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Figura 7. 40 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en hierro de 
hojas de ‘Golden Smoothee’, [Ens. 2].  
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Asimismo, se observó un ligero aumento de la concentración de hierro en las hojas 
tratadas con prohexadione-Ca aunque solo fue estadísticamente significativo en el primer 
muestreo (P≤0.05). 
Manganeso 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5].  
El contenido foliar de Mn, independientemente del tratamiento de prohexadione-Ca, 
no manifestó cambios estadísticamente significativos de un muestreo a otro, y tampoco 
siguió una tendencia a lo largo de la temporada. Sin embargo, el prohexadione-Ca indujo 
aumentos en la concentración de Mn en las hojas de ‘Fuji’ en las dos series de tratamientos 
realizados en este ensayo. Dicho aumento del contenido de Mn fue estadísticamente 
significativo 70 DTPF con la dosis de 200 mg L-1 y a los 70 y 120 DTPF cuando el 
tratamiento fue de 200 mg L-1 aplicado dos veces, ó de 400 mg L-1 aplicado una sola vez 
(Figura 7.41 a). En la segunda serie de tratamientos, (comenzados 20 DTPF), los análisis 
estadísticos dentro de cada muestreo revelaron un aumento significativo a los 120 DTPF 
con los tratamientos 100 mg L-1 aplicados una y dos veces, y de 400 mg L-1 una sola vez 
(Figura 7.41 b). En ambas series de tratamientos, la relación entre prohexadione-Ca y el 
contenido en Mn fue lineal a los 70 DTPF y cuadrática a los 120 DTPF (Tabla 7.26). 
Estudiando la evolución del contenido de Mn a lo largo de las tres evaluaciones por 
RM análisis, el prohexadione-Ca indujo un aumento estadísticamente significativo a lo 
largo del crecimiento vegetativo en las dos series de tratamientos.  
‘Fuji’ 2001, [Ens.6]. 
La aplicación del prohexadione-Ca en la variedad ‘Fuji’ en otras condiciones no indujo 
efectos estadísticamente significativos. El contenido en Mn, independientemente del 
tratamiento con prohexadione-Ca, fue distinto de un muestreo a otro (P≤0.001) siguiendo 
una tendencia (Figura 7.42) lineal (P≤0.01) y cuadrática (P≤0.001). 
‘Royal Gala’ 2000, [Ens. 8] 
El contenido foliar de Mn varió significativamente distinto de un muestreo a otro 
(P≤0.001), siguiendo una tendencia lineal (P≤0.001), aumentando a lo largo de la 
temporada, independientemente del tratamiento de prohexadione-Ca (Figura 7.43). El 
prohexadione-Ca en las condiciones de experimentación no indujo efectos significativos 
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sobre el contenido de Mn en hojas. Sin embargo, las medias fueron superiores al control a 
los 120 DTPF y en recolección.  
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2]. 
El contenido en Mn fue distinto de un muestreo a otro (P≤0.001) independientemente 
del tratamiento con prohexadione-Ca. Dichos tratamientos indujeron un aumento del  
 
Figura 7.41 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en manganeso 
de hojas, en el ensayo de ‘Fuji’ 1999, [Ens. 5], cuando la serie de tratamiento 
fue empezada en plena floración (a), ó 20 DTPF (b) . 
 
contenido de Mn en las hojas de manzano ’Golden Smoothee’ con todos los tratamientos a 
partir de 120 DTPF (Figura 7.44). Sin embargo, este aumento fue significativo únicamente 
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con la dosis de 400 mg L-1. En la misma fecha de evaluación, la relación entre la 
concentración de prohexadione-Ca y el contenido de Mn fue proporcional y lineal 
(P≤0.05).  
20
25
30
35
40
45
50 75 100 125
Días trás plena floración
M
an
ga
ne
so
 (p
pm
) .
0 Trat.125 Trat.250
 
 
 
Figura 7.42 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en manganeso 
de hojas de ‘Fuji’, [Ens. 6]. Trat.125 relativo a todos los tratamientos 
empezados con la aplicación de 125 mg L-1. Idem para Trat. 250.  
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Figura 7.43 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en manganeso 
de hojas de ‘Royal Gala’, [Ens.8].  
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Figura 7.44 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en manganeso 
de hojas de ‘Golden Smoothee’, [Ens. 4].  
Cobre 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5].  
El contenido de cobre en las hojas, independientemente del tratamiento, fue distinto de 
un muestreo a otro (P≤0.001). Asimismo, dicho contenido disminuyó a lo largo de la 
temporada según una tendencia lineal (P≤0.001) y cuadrática (P≤0.01). 
Con la primera serie de tratamientos (comenzados en floración), si bien las hojas 
tratadas presentaron un mayor contenido en cobre que las de control, este aumento no fue 
estadísticamente significativo en ninguna fecha de evaluación. 
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Figura 7.45 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en cobre de 
hojas, [Ens. 5] cuando la serie de tratamiento fue empezada ó 20 DTPF.  
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Sin embargo, en la segunda serie de tratamientos (empezados tras plena floración) el 
aumento del cobre fue estadísticamente significativo para las dosis: 200, 200+200 y 400 
mg L-1 en recolección. La concentración de 400 mg L-1, también indujo un aumento 
estadísticamente significativo a los 70 DTPF (Figura 7.45). 
Considerando la evolución a lo largo de las tres fechas de evaluación, se observó un 
aumento de la cantidad de cobre estadísticamente significativo (P≤0.05) a lo largo de la 
temporada exclusivamente con la dosis de 400, aplicada en floración ó 20 DTPF. 
‘Fuji’ 2001, [Ens.6]. 
En estas condiciones de experimentación, el contenido en cobre de las hojas, fue 
estadísticamente significativo de un muestreo a otro (P≤0.001), aumentando a lo largo del 
tiempo, según una tendencia general lineal (P≤0.001) y cuadrática (P≤0.001). 
No hubo efectos del tratamiento sobre esta tendencia. Sin embargo, el nivel del cobre 
en las hojas tratadas fue mayor que en las de control a partir de 75 DTPF (Figura 7. 23 a y 
b). Esto sucedió en todos los tratamientos y no se encontraron efectos estadísticamente 
significativos (Figura 7. 46). 
‘Royal Gala’ 2000, [Ens. 8]  
La concentración de cobre en las hojas de ‘Royal Gala’ fue distinta de un muestreo a 
otro (P≤0.001), independientemente del tratamiento. La tendencia general a lo largo de las 
tres fechas fue una cuadrática estadísticamente significativa (P≤0.001).  
Los análisis realizados en cada fecha de tratamiento, revelaron un aumento del 
contenido en cobre, a los 120 DTPF para todos los tratamientos. Sin embargo, dicho 
aumento fue estadísticamente significativo (P≤0.05) realizando dos aplicaciones de 125 
mg L-1 (Figura 7. 47). 
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2]. 
La concentración de cobre foliar durante la temporada fue distinta de un muestreo a 
otro (P≤0.05). Siguiendo una tendencia cuadrática (P≤0.001) estadísticamente distinta 
según el tratamiento (P≤0.05). El contenido en cobre de las hojas control y de las tratadas 
con 100 mg L-1 de prohexadione-Ca aumentó a lo largo de la temporada. Por el contrario, 
los tratados con 200 y 400 mg L-1 mostraron un descenso y, por tanto, la interacción 
tratamiento × tendencia polinómica de segundo grado fue estadísticamente significativa 
(Figura 7.48).  
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El análisis estadístico dentro de cada muestreo, reveló un aumento estadísticamente 
significativo del contenido de cobre en las hojas tratadas con 400 mg L-1 a los 70 y 120 
DTPF. La relación entre el contenido en cobre y la concentración de prohexadione-Ca a 70 
DTPF, fue lineal (P≤0.05). 
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Figura 7.46 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en cobre de 
hojas ‘Fuji’, [Ens. 6]. (a), primera aplicación de 125 mg L-1; (b), primera 
aplicación 250 mg L-1. 
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Figura 7.47 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en cobre de 
hojas’Royal Gala’, [Ens.8 ]. 
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Figura 7.48Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en cobre de 
hojas’Golden Smoothee’, [Ens. 4].  
 
Zinc 
‘Fuji’ 1999, [Ens.5].  
Por lo general, el contenido en Zn de las hojas de ‘Fuji’ disminuyó de un muestreo a 
otro (P≤0.001). A lo largo de la temporada, la media de todos los tratamientos siguió una 
tendencia lineal y cuadrática altamente significativa (P≤0.001). El tratamiento con 
prohexadione-Ca indujo un aumento de Zn que se reveló estadísticamente significativo. 
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En la primera serie, (Figura 7.49 a), se obtuvo un aumento estadísticamente 
significativo a los 120 DTPF y en recolección (P≤0.05) con el tratamiento de 200 mg L-1 
aplicado dos veces. En la segunda serie (Figura 7. 49 b), este mismo tratamiento  indujo un 
aumento (P≤0.05) de la concentración de este metal a los 70 y 120 DTPF. La aplicación de 
400 mg L-1 20 DTPF también indujo un aumento (P≤0.05) en todas las fechas de 
evaluación. La relación entre la concentración de prohexadione-Ca (0, 100, 200, y 400) y 
el contenido de Zn fue lineal y estadísticamente significativa en todas las fechas de 
evaluación (Tabla 7.26). 
En los análisis que consideran la evolución, el aumento del contenido en Zn fue 
significativo (Tabla 7.27) con el tratamiento de 200+200 mg L-1 en la primera serie. En la 
segunda serie, el mismo tratamiento así como el de 400 mg L-1 indujeron un aumento 
significativo y estable a lo largo de la temporada.  
‘Fuji’ 2001, [Ens.6]. 
El contenido en Zn fue distinto de un muestreo a otro (P≤0.001) disminuyendo segun 
un modelo lineal ó polinómico de segundo grado (P≤0.001). En otras condiciones 
experimentales, el contenido en Zn de las hojas de ‘Fuji’ no se vio afectado por el 
prohexadione-Ca.  
‘Royal Gala’ 2000, [Ens. 8]  
El contenido de zinc en las hojas de ‘Royal Gala’, fue distinto de un muestreo a otro 
(P≤0.001), disminuyendo (Figura 7. 50 a) con una tendencia lineal (P≤0.001). El efecto del 
tratamiento fue distinto de un muestreo a otro, es decir la interacción entre el 
prohexadione-Ca y el muestreo fue significativa (P≤0.05), observándose también un efecto 
del tratamiento sobre la linealidad (Figura 7.50 b).  
El análisis dentro de cada fecha de evaluación reveló, que el efecto del prohexadione-
Ca sobre el contenido de Zn puede variar según la concentración aplicada y la fecha de 
evaluación. A los 50 DTPF, la aplicación de 125 mg L-1 indujo un aumento del contenido 
de Zn mientras que el tratamiento de 250 mg L-1 indujo una disminución, habiendo sido 
ambos efectos estadísticamente significativos (Figura7.50 b). En la fecha siguiente 120 
DTPF, todos los tratamientos, con ambas dosis indujeron un aumento de la concentración 
de zinc lineal e inversamente proporcional a la concentración de prohexadione-Ca (Figura 
7.50). Este aumento, se mantuvo hasta la recolección.  
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En el estudio evolutivo, el aumento del contenido de Zinc con el tratamiento 125+125 
mg L-1 fue estable, estadísticamente significativo y sin interacción con el muestreo (Figura 
7. 50). 
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Figura 7.49.Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en manganeso 
de hojas, [Ens. 5] cuando la serie de tratamiento fue empezada en plena 
floración (a), ó 20 DTPF (b). 
 
‘Golden Smoothee’ 2000, [Ens. 2]. 
El contenido de Zn en las hojas de árboles ‘Golden Smoothee’ fue distinto de un 
muestreo a otro (P≤0.05). Del mismo modo, el efecto del prohexadione-Ca sobre el 
contenido foliar de Zinc fue distinto de un muestreo a otro (P≤0.05). A los 70 DTPF, se 
observó un aumento de Zn para todos los tratamientos, aunque únicamente fueron 
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estadísticamente significativos los tratamientos 100 y 400 mg L-1. A partir de dicha fecha, 
los tratamientos indujeron distintos efectos sobre el contenido de Zinc, sin embargo, en  
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ns,  **, ***, no significativo,  significativo al nivel P≤0.01, 0.001 respectivamente. 
 
 
Figura 7.50 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en Zinc de 
hojas, [Ens. 8] (a), así como los niveles de significación (b). α, Interacción con 
el muestreo.  
 
 
recolección todos ellos hicieron aumentar el contenido en Zn, aunque solo fue 
estadísticamente significativo (Figura 7. 51) el tratamiento con 100 mg L-1 (P≤0.05). En 
consecuencia, los análisis que describen la evolución no manifestaron efectos estables del 
prohexadione-Ca a lo largo de las evaluaciones.  
 
Comparaciones  70 120 Recolección Evolución  × Muestreoα 
Control vs. 125 * * ns ns * 
125+125 - * ns * * 
250 * * ns ns ns 
250+250 - * ns ns * 
Tendencia lineal  * * ns *** * 
Trat × lineal  - - - * * 
a 
b
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Figura 7.51 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre el contenido en Zinc de 
hojas, ‘Golden Smoothee’[Ens. 2].  
 
CaMgK )( +  
Entre los ensayos presentados en esta parte del trabajo, los experimentos realizados 
con la variedad ‘Fuji’ fueron los únicos a revelar un efecto del tratamiento de 
prohexadione-Ca sobre la relación CaMgK )( + . 
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Figura 7.52 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre la evolución de la relación 
CaMgK )( +  en hojas, [Ens. 5], ‘Fuji’ 1999.  
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Figura 7.53 Efecto de la aplicación de prohexadione-Ca sobre la evolución de la relación 
CaMgK )( +  en hojas, [Ens. 6]; (a y b) así como los niveles de significación 
de las distintas comparaciones (c).  
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En 1999, [Ens.5], la relación CaMgK )( +  presentó diferencias de un muestreo a otro 
(P≤0.001) así como una disminución a lo largo de las tres fechas de evaluación siguiendo 
una tendencia lineal (P≤0.001) independiente del tratamiento (Figura 7.52). Sin embargo, 
en presencia de prohexadione-Ca, el nivel de esta razón fue mayor que el control a lo largo 
de las tres fechas registrando un aumento más elevado a los 70 DTPF. Entre las dos series, 
el efecto más acusado se observó en los tratamientos comenzados en plena floración, 
específicamente para la aplicación única de 100 mg L-1 en plena floración. 
En 2001, [Ens. 6], esta relación fue estable y constante a lo largo de las evaluaciones 
realizadas para las hojas control (Figura 53 a & b). Sin embargo, la relación CaMgK )( +  
en las hojas tratadas con el prohexadione-Ca, fue más alta a partir de la segunda 
evaluación (75 DTPF), y a lo largo de las cuatro evaluaciones, la relación CaMgK )( +  
siguió una tendencia cuadrática (P≤0.001). En los muestreos a 100 y 125 DTPF, la 
relación entre este cociente y la concentración de prohexadione-Ca fue lineal y 
estadísticamente significativa (P≤0.05).  
Considerando la evolución, resulto estable el aumento de la razón CaMgK )( +  con la 
aplicación de la dosis 250 mg L-1 (Figura 7.52 c). 
Índice DOP 
El calculo del índice DOP en los ensayos 5 8 y 4 revela que la aplicación de 
prohexadione-Ca aumenta, en líneas generales, la concentración foliar de nutrientes. Sin 
embargo, en los ensayos 5 y 8 se acentúan los excesos y deficiencias. En el ensayo con 
‘Golden Smoothee [Ens. 4], el prohexadione-Ca también acentuó los excesos de Mg y N, 
pero no corrigió el nivel de K y, en el caso del Ca, la alteración fue menos importante que 
en el ensayo 5. Efectivamente, en el ensayo 5, el nivel de Ca pasó de una deficiencia a un 
exceso. El nivel de la nutrición total en el ensayo 4, con ‘Golden Smoothee’, fue 
disminuido ligeramente por la aplicación del prohexadione-Ca. Mientras que en los demás 
ensayos el nivel de micro y macro nutrientes aumentó con los tratamiento de 
prohexadione-Ca (Tabla 7.28). 
 
 
 
 
 
  
 
   151 
Tabla 7.28 Indices DOP de Macro y Micronutrientes  en hojas control (a) y tratadas con prohexadione-Ca (b) en tres de los experimentos que 
mostraron  efectos del prohexadione-Ca sobre los nutrientes. 
 
Ensayos Nutrientes Hojas Control ∑DOP 
Macronutrientes 84 Mg > 39 N > 24 P > -2 Ca > -11 K 136 ‘Fuji’ 
[Ens.5] Micronutrientes 22 Mn > 2 Fe > -4 Cu > -32 Zn. 57 
Macronutrientes 81 Mg > 40 P > 27 N > -6. K > -13 Ca 167.015 ‘Red Gala’ 
[Ens.8] Micronutrientes 24.710 Cu > 16 Fe > -5 Mn > -61 Zn  154.073 
Macronutrientes 70 Mg > 27 N > 18 P > -1 K > -24 Ca 139.242 ‘Golden 
Smoothee’ 
[Ens. 4] Micronutrientes -9 Fe > -60 Zn > -72 Mn > -90 Cu 232.737 
  Hojas tratadas con Prohexadione-Ca  
Macronutrientes 130 Mg > 40 N > 24 P > 17 Ca > 2 K 214 ‘Fuji’ 
[Ens.5] Micronutrientes 56 Mn > 18 Cu > 10 Fe > -4 Zn  87.862 
Macronutrientes 82 Mg > 31 P > 30 N > -10 Ca > -16 K 169.454 ‘Red Gala’ 
[Ens.8] Micronutrientes 64 Cu > 17Fe > -50 Mn > -60 Zn  189.184 
Macronutrientes 81 Mg > 30 N > 3 P > -1.041 K > -17 Ca 132.023 ‘Golden 
Smoothee’ 
[Ens. 4] Micronutrientes 7 Fe > -60 Zn > -71 Mn > -89 Cu 227.125 
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Discusión 
En plantas superiores, se encuentra una distancia entre el punto Fuente (las hojas 
adultas) y el de Sumidero (Raíces, ápices de los brotes, semillas y frutos). El transporte y la 
distribución de elementos minerales entre ambos puntos es una ruta compleja en la que están 
implicados diversos procesos fisiológicos y bioquímicos. Hoy día, se considera demostrado 
el papel de las fito-hormonas en la regulación de la relación Fuente-Sumidero (Marschner, 
1999).  
La perturbación en el balance fito-hormonal que inevitablemente se induce con la 
utilización de reguladores de crecimiento podría repercutir en la regulación y en la 
distribución de nutrientes entre distintos órganos. Del mismo modo, el uso de inhibidores de 
crecimiento también afecta otros parámetros fisiológicos directamente implicados en esta 
compleja dinámica que controla la relación Fuente-Sumidero de nutrientes (por ejemplo, 
disminuyen el contenido en clorofilas, el área foliar y la proporción xilema-floema).  
En el trabajo presentado en este capitulo, se ha revelado que el efecto del prohexadione-
Ca sobre el contenido de nutrientes en hojas puede fluctuar, de un muestreo a otro. Los 
mismos resultados fueron descritos por Blanco et al., (2002 a & b) al describir el efecto de 
PP333 sobre melocotonero. Asimismo, en el caso de un estudio de este tipo, es 
imprescindible la utilización de métodos estadísticos adecuados para analizar no solo el 
efecto de un tratamiento a lo largo del tiempo, sino sobre la evolución normal del elemento 
de interés. 
Es interesante diferenciar entre la realización de un diagnostico del estado nutritivo de 
una planta con fines agrícolas y el estudio del efecto de un tratamiento sobre el estado 
nutricional de una planta en condiciones normales de cultivo. El tratamiento se realiza en 
fechas distintas durante el periodo de cultivo, y el diagnostico se realiza con los datos del 
muestreo efectuado entre 75 y 105 como aconseja por Gagnard, (1987). Cómo es lógico, el 
diagnóstico foliar comúnmente utilizado no responde a las cuestiones planteadas en este 
trabajo.  
Por lo general, se observan descensos del contenido mineral en peso seco de la planta 
según ésta va envejeciendo, exceptuando el Ca y, a veces, B y Fe. Esta tendencia a la baja 
está provocada principalmente por el aumento relativo del porcentaje de peso seco del 
material estructural (Azcon-Bieto y Talón, 2000). 
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En nuestro trabajo, independientemente del tratamiento con prohexadione-Ca, como ya 
se esperaba, el contenido de N, P, K, Mg, Mn, Cu y Zn disminuyó a lo largo de la 
temporada, mientras que el Ca, y el Fe fueron aumentando. 
El efecto inducido por el prohexadione-Ca sobre el contenido de N, fue distinto de un 
ensayo a otro y de una fecha de evaluación a otra. Sin embargo, hubo efectos estables a lo 
largo de la temporada. El nivel de nitrógeno fue de mayor a menor al comparar los controles 
de una variedad a otra y, dentro de la misma variedad de unas condiciones experimentales a 
otras. En la discusión general, donde se consideraran conjuntamente otros parámetros 
fisiológicos y agronómicos, se intentarán exponer las probables razones de dicho resultado.  
En el ensayo realizado con la variedad ’Fuji’ en 1999 [Ens. 5], las hojas de árboles 
tratados con prohexadione-Ca, presentaron una disminución del nivel de nitrógeno a lo largo 
de la temporada. En general, esto fue observado con las concentraciones superiores ó iguales 
a 200 mg L-1. En otras condiciones de experimentación, el prohexadione-Ca no afectó el 
contenido de nitrógeno foliar de la misma variedad ‘Fuji’ [Ens. 6]. En ambos experimentos, 
el nivel de nitrógeno calculado según el índice DOP, reveló un exceso que acentuó el 
tratamiento. En los experimentos realizados con la variedad ‘Royal Gala’, y ‘Golden 
Smoothee’, el nivel de nitrógeno fue mayor a lo largo de la temporada tras las respectivas 
aplicaciones en ambas variedades de 125 ó 250 mg L-1 entre 20 y 28 DTPF y de 100 mg L-1 
en 20 DTPF. Estos resultados, en principio contradictorios también fueron descritos por 
Blanco et al., (2001 a & b). Aunque sea distinto de un ensayo a otro, el prohexadione-Ca 
afecta el contenido de N en hojas de manzano. Contrariamente, según Guak (2001), el 
prohexadione-Ca aumenta el contenido de N en los tallos pero no en hojas del manzano en 
invernadero.  
Sin embargo, que sea mayor ó menor el nivel de N en las hojas tratadas comparadas con 
el control, se ha observado, en todos los tratamientos, que las hojas tratadas presentaban 
mayor descenso que las hojas control, es decir mayor exportación de N de las hojas hacia los 
demás órganos. Estos datos están de acuerdo con los observados por Blanco et al., (2002 a & 
b) en árboles de melocotonero tratados con el PP333.  
Aunque en algunas fechas de muestreos tempranos, el prohexadione-Ca indujo un 
aumento del contenido en fósforo, el efecto más común y estable a lo largo de la temporada 
fue la inducción de menor nivel de P. Efectivamente, en todos los experimentos, a excepción 
de los de ’Fuji’ 2001 [Ens.6], las aplicaciones entre 100 y 400 mg L-1 indujeron una 
disminución de la concentración de fósforo.  
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El efecto del prohexadione-Ca sobre el K fue distinto de un ensayo a otro: no se 
observaron efectos en las variedades ‘Golden Smoothee’ y ‘Royal Gala’, mientras que en el 
caso de la ‘Fuji’, el prohexadione-Ca afectó el contenido foliar de K, en los años. Aunque se 
han podido detectar disminuciones en fechas concretas, generalmente en los primeros 
muestreos, los efectos estables inducido por el prohexadione-Ca a lo largo de la temporada 
tendieron a incrementar paulatinamente el nivel de K. Aumento estrictamente relacionado 
con la dosis de prohexadione-Ca y su fecha de aplicación. 
En todos los ensayos, el tratamiento de prohexadione-Ca no afectó la tendencia del 
contenido en calcio que presentaron las hojas no tratadas. Se ha observado un aumento de la 
concentración de Ca en las hojas tratados cuando la dosis de dicho producto fue mayor ó 
igual a 200 mg L-1. Parece probable la existencia de efectos estables a lo largo de la 
temporada cuando los tratamientos se realizaron tras plena floración.  
En todos los ensayos, el prohexadione-Ca indujo mayor nivel de Mg que fue observado 
en las aplicaciones tardías (tras plena floración), siendo las dosis relativamente más altas las 
que inducirán mayores cambios en el contenido foliar de Mg.  
El efecto del prohexadione-Ca sobre el Fe fue distinto de un muestreo a otro y de un 
ensayo a otro. En los ensayos 5, 8 y 4 se han encontrado aumentos mientras que en el ensayo 
6 el efecto fue opuesto. 
La evolución del contenido de Mn en las hojas de manzano fue distinta de un 
experimento a otro. El prohexadione-Ca aplicado entre 100 y 400 mg L-1 induce un aumento 
del contenido de Mn, proporcional a la dosis aplicada.  
Asimismo, el efecto de prohexadione-Ca sobre el cobre fue distinto (de un aumento a 
una disminución) en función de la dosis aplicada. Mientras que en la variedad ‘Fuji’, en 
1999; las concentraciones superiores ó iguales a 200 mg L-1 indujeron un aumento, 
independientemente de la fecha de aplicación; en el experimento realizado con’Golden 
Smoothee’ hemos observado que las dosis altas de prohexadione-Ca pueden cambiar la 
evolución del contenido de Cu a lo largo de la temporada, de un aumento a una disminución.  
El efecto de prohexadione-Ca sobre el contenido de Zn fue distinto de una evaluación a 
otra y de un ensayo a otro. Asímismo, parece que dosis altas como las aplicadas en el [Ens.5] 
sobre la variedad ‘Fuji’ en 1999, así como las aplicaciones repetidas como en el caso de la 
’Royal Gala’ [Ens. 8] favorecen la inducicción de aumentos estables a lo largo de la 
temporada.  
El aumento de la concentración foliar de Ca, Mg, Mn, Cu y Zn en las hojas de manzano 
tratadas con el prohexadione-Ca que se han encontrado en este trabajo fue también descrito 
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por otros autores que trataron con PP333 (Blanco et al., 2002; Wang et al., 1985). También 
se han descrito aumentos solo de P, Ca y Mg (Steffens, et al., 1985), ó exclusivamente de Ca 
(Swietlik y Miller, 1984). Monge et al., (1993 y 1994); describieron un importante aumento 
de Mn foliar tras la aplicación del paclobutrazol a melocotonero.  
La disminución del contenido en K tras la aplicación de reguladores de crecimiento fue 
descrito por numerosos autores (Swietlik y Miller, 1984; Steffens, et al., 1985; Thetford, et 
al., 1995; y Blanco et al., 2002b). Wieland y Wendy, (1985), no encontraron efectos de los 
reguladores de crecimiento sobre la concentración de dicho elemento en hojas. En nuestro 
trabajo cuando el prohexadione-Ca influyó sobre el K, se observó un descenso de este 
elemento al principio de la temporada (en muestreos tempranos). Sin embargo, en los 
mismos ensayos, la tendencia estable a lo largo de la temporada fue la de mayor nivel de K.  
La estimación del índice DOP reveló que el tratamiento de prohexadione-Ca corrigió la 
deficiencia de Ca y K en el caso de la variedad ’Fuji’. Por el contrarió, la deficiencia de Ca y 
K se acentuó ligeramente en el experimento con la variedad ‘Royal Gala’. En el caso de 
‘Golden Smoothee’, se corrigió ligeramente el nivel de Ca mientras que se acentuó 
levemente la deficiencia de K.  
En todos los ensayos, el prohexadione-Ca pronunció los excesos de Mg y N, y también 
aumentó los niveles de Cu, Zn, Fe y Mn corrigiendo, en algunos casos, la deficiencia de 
dichos elementos. El efecto sobre el P fue insignificante y distinto de un ensayo a otro. 
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Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido de carbohidratos solubles en los 
distintos órganos: brotes, hojas y frutos del manzano 
Resumen 
En esta parte del trabajo, se presentan los ensayos realizados en 2001 relacionados con 
la evaluación del efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido de carbohidratos solubles 
en hoja en distintas fechas, en fruto en recolección y en los brotes en invierno tras la caída 
de hojas. La variabilidad encontrada entre los árboles hizo que la mayoría de efectos no 
fueran estadísticamente significativos. El prohexadione-Ca afectó la concentración foliar de 
carbohidratos solubles de distinta forma dependiendo del muestreo, de la variedad y/o 
condiciones experimentales. Sin embargo, independientemente estos factores, el regulador  
no afectó la proporción de cada uno de los azúcares que, de mayor a menor siempre 
siguieron el mismo orden: sorbitol, sacarosa, glucosa y fructosa. En frutos, el prohexadione-
Ca no afectó la proporción de azucares en los dos ensayos de ‘Fuji’ y ‘Red Gala’; al 
contrario, aumentó la proporción de sorbitol en manzanas ‘Golden Smoothee’ en 
recolección, provocando efectos más acusados las aplicaciones repetidas 125+125 y 
250+250 mg L-1. Así, se ha podido observar en brotes, aumentos de distintos azucares: 
sacarosa, fructosa y glucosa, en el caso de la variedad ‘Fuji’ y sorbitol en ’Golden 
Smoothee’.  El aumento de ciertos azucares, como el de sorbitol en hojas y en brotes hace 
pensar en la posibilidad de un desplazamiento del equilibrio fuente-sumidero hacia los 
brotes asegurando una mayor reserva para el año siguiente.  
Introducción  
Desde el punto de vista cuantitativo, los carbohidratos representen el mayor 
constituyente (tres cuartos del peso seco) de las plantas leñosas. Únicamente una fracción 
del contenido total está disponible como reservas aprovechables. Llamamos carbohidratos 
de reserva, a aquellos no utilizados directamente en la asimilación y en respiración pero que 
se almacenan en el árbol hasta que éste lo necesite (Oliveira y Priestly, 1988).  
El crecimiento vegetativo está directamente relacionado con el sumidero de 
carbohidratos y nutrientes. La comprensión de los factores que controlan la translocación y 
la utilización de fotoasimilados entre fuente y sumidero ó entre distintos órganos 
competitivos (distintos sumideros), es un tema de gran interés.  
Dado que las fitohormonas regulan, entre otros, los procesos de crecimiento, es lógico 
que afecten a los fenómenos de transporte de asimilados. Las experiencias realizadas con 
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hormonas exógenas o con aplicaciones sintéticas suelen proporcionar resultados positivos, 
indicando que el transporte fuente/sumidero está influido, de alguna forma, por su presencia 
pero no esta aun claro si es una consecuencia directa ó indirecta (Gil Martinez, 1995). 
Por ejemplo, el aumento del retorno de floración producido por los inhibidores de 
crecimiento en el manzano fue atribuido a la capacidad que tienen dichos compuestos para 
cambiar el balance de fitohormonas en el manzano, lo que favorecería el suministro de 
asimilados a los órganos reproductivos y permitiría un mayor rendimiento potencial (Hoad y 
Monselise, 1976). Entre los asimiladas se incluye el sorbitol, carbohidrato móvil en 
manzana (Priestley, 1983). 
El efecto de  los inhibidores de crecimiento sobre el contenido en carbohidratos, fue 
abordado en varios trabajos. Steffens et al., (1985), describieron el aumento de sorbitol en 
hojas de manzano tratado con paclobutrazol mientras que el contenido en fructosa, glucosa y 
sucrosa (carbohidratos expresados por peso fresco) no cambió. Wang et al., (1985),  
observaron un aumento de carbohidratos totales por efecto del tratamiento de paclobutrazol 
en todas los órganos muestreados de plantones de manzano. Asimismo, aumentó la 
adquisición de carbohidratos en las raíces. Estos mismo autores, dan cuenta de un aumento 
de sorbitol en los tallos, mientras que Zeller et al., (1991), afirman que la concentración de 
carbohidratos en tallos, hojas y raíces de ‘Golden Delicious’es muy distinta de un patrón a 
otro. Asimismo, cuando se encontró una relación entre carbohidratos e inhibición de 
crecimiento a consecuencia del aumento de dosis del regulador de crecimiento, la relación 
dependió más del cambio relativo al tamaño del órgano que de la concentración de 
carbohidratos en este tejido. Según Guak et al., (2001), en un trabajo realizado en 
condiciones de invernadero, la concentración de carbohidratos totales no estructurales 
aumenta por efecto de los tratamientos entre 125 y 500 mg L-1 con prohexadione-Ca en 
hojas, tallos y raíces. Este resultado fue debido más bien al aumento del almidón y no a los 
carbohidratos solubles. El prohexadione-Ca no afectó la distribución de carbohidratos entre 
distintos órganos.  
El objetivo de esta parte del trabajo consiste en determinar el efecto del prohexadione-Ca 
sobre el contenido de carbohidratos en hojas, frutos y brotes en condiciones de cultivo de 
campo. 
Material y Métodos 
El estudio del efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido en carbohidratos solubles 
se realizó en los ensayos del año experimental 2001. Es decir, en los números 6, 9, y 4,  que 
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corresponden a los ensayo de ‘Fuji’ y ‘Red Gala’ en Aguilar de Ebro y de ‘Golden 
Smoothee’ en Quinto de Ebro.  
Se han considerados tres partes del árbol de manzano: hojas, fruto y brotes. En las 
variedades ‘Fuji’ y ‘Golden Smoothee’, se realizaron tres muestreos foliares a 50, 70 y 100 
DTPF. Mientras que para la variedad ‘Red Gala’, se consideró únicamente un muestreo a 50 
DTPF. Se tomaron muestras de fruto en recolección, mientras que las de brotes fueron 
recogidas en invierno a la caída de hojas (ver el tercer Capitulo). Las muestras de hoja y 
fruto fueron pesadas y almacenadas a -80 ºC para ser luego liofilizadas. Mientras que los 
brotes fueron secados en estufa a 65 ºC.  
La extracción de carbohidratos se realizó según la descripción de Moing et al., (1998) y 
Mehaouchi et al., (1995). Se extrajeron los carbohidratos de 0.1 g de peso seco (PS), en 1 
mL de etanol 80 %. Se recuperó el sobrenadante después de centrifugar durante 15 min a 
3000 rpm, esta fase se repetió 3 veces. La muestra se purificó por cromatografía de 
intercambio iónico (Bio-Rad AG 1-X4 Resin 200-400 y Bio-Rad AG 50W-X8 Resin 200-
400). El volumen obtenido se pasó a través de un cartucho Sep Pak C18 (Waters) y luego 
filtrado a 0.45 µm. Los azucares fueron analizados por HPLC con detector de índice de 
refracción (2410, Waters) utilizando una columna Bio-Rad (Aminex HPX-87C 300 mm × 
7.8 mm). El solvente utilizado fue agua desionizada a un flujo de 0.6 ml mn-1 y a 85 ºC 
(temperatura de la columna).  
Los azucares, sacarosa, glucosa, fructosa y sorbitol fueron detectados según el tiempo de 
retención correspondiente. La concentración de cada azúcar fue calculada (automáticamente 
por el programa de procedimiento integrado del Millinium3.2 software) después de la 
calibración realizada con los mismos azucares (Panreac S.A.). La exactitud del método está 
asegurada con la utilización del manitol como un patrón interno.  
Se analizaron los datos según los métodos explicados en el tercer Capitulo. Se consideró 
el efecto del tratamiento sobre el contenido total de los carbohidratos solubles, sumados, por 
separado y el porcentaje de cada uno de ellos relativamente a la concentración total de 
carbohidratos.  
Resultados  
Carbohidratos en hojas 
‘Fuji’, [Ens. 6]. 
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Figura 8.54 Efecto del prohexadione-ca sobre el contenido total de carbohidratos en hojas 
de ‘Fuji’ (a). También se muestran los niveles de significación (b).(ns, *,** no 
significativo y significativo al nivel P≤0.05, 0.01 respectivamente). 
 
El efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración de carbohidratos en hojas fue 
distinto de un muestreo a otro. Dicho inhibidor de crecimiento indujo una disminución en el 
primer muestreo 50 DTPF, proporcional a la concentración del regulador de crecimiento 
aplicada. 
Dicha disminución se invirtió en un aumento proporcional a la concentración de 
prohexadione-Ca aplicada en la siguiente fecha de evaluación, 75 DTPF. En ambas fechas la 
relación entre la concentración de prohexadione-Ca y el contenido en carbohidratos totales 
es lineal (Figura 8.54 a &b). El prohexadione-Ca no indujo cambios sobre la proporción de 
cada azúcar en las tres fechas de evaluación (Tabla 8.29).  
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Figura 8.55 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución del contenido total de los 
carbohidratos solubles en hojas de ‘Fuji’ en 2001. 
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Tabla 8. 29 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución de la proporción de azucares  solubles en la hoja  de ‘Fuji’ en 2001(Media ±Std Dev).  
 
Sac., Sacarosa; Glu., Glucosa, Fruc., Fructosa, Sor., Sorbitol 
 
 
 
 
50 75 100 DTPF 
Tratamientos  
Sac. Glu. Fru. Sor. Sac. Glu. Fru. Sor. Sac. Glu. Fru. Sor. 
 % 
Control   13.3±1.2 7.9±2.6 1.4±0.5 77.4±2.0 11.1±2.6 9.8±3.5 1.4±0.5 76.6±1.0 9.1±0.0 9.0±2.5 2.6±0.7 79.4±3.7 
125  (mg L-1) 16.3±0.9 5.9±0.7 1.8±0.3 76.0±1.0 13.2±3.4 6.6±1.2 1.8±0.1 77.8±2.6 7.5±2.0 14.8±2.5 2.0±1.4 85.7±16.1 
250  14.7±0.02 5.4±0.2 1.3±0.3 78.6±0.4 11.2±2.7 9.3±3.9 1.3±0. 77.9±3.9 9.8±2.5 13.1±3.7 2.1±15.0 74.6±5.2 
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Considerando la concentración de cada azúcar por separado, el prohexadione-Ca no tuvo 
efecto significativo debido probablemente a una gran variabilidad entre árboles. Sin 
embargo, resaltamos un aumento de Sacarosa, Glucosa, la Fructosa y Sorbitol en el segundo 
muestreo proporcional a la dosis de prohexadione-Ca aplicada. Mayor concentración 
comparada al control se mantuvo en la tercera evaluación para Glucosa y Sorbitol (Figura 
8.55 a, b, c, & d).   
‘Red Gala’, [Ens. 8]. 
El prohexadione-Ca no indujo efectos estadísticamente significativos ni sobre la 
concentración total de carbohidratos (Figura 8.56), ni sobre cada uno de ellos considerados 
por separado (Figura 8.57) ni sobre la cantidad relativa al total de cada uno de ellos (Tabla 
8.30).  
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Figura 8.56 Efecto del prohexadione-Ca sobre el contenido de carbohidratos solubles en 
hojas de la variedad’Red Gala’ en el año 2001.  
 
Un cierto aumento de la concentración de carbohidratos totales fue observado con la 
concentración de 375 mg L-1 de prohexadione-Ca. Este aumento concuerda con el de 
Sacarosa, Glucosa y Sorbitol. La relación entre la concentración de prohexadione-Ca y la de 
fructosa fue una cuadrática estadísticamente significativa (P≤0.05). Si consideramos la 
misma relación quitando el valor 0 (el control), se descubre una tendencia lineal altamente 
significativa (P≤0.001). El prohexadione-Ca a 125 y 250 mg L-1 induce un aumento de la 
concentración de Fructosa. A partir de dichas dosis, el efecto es el contrario (Figura 8.55 c).    
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Figura 8. 57 Efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración  de carbohidratos solubles 
en hojas de’Red Gala’ al principio de la temporada, 50 DTPF, [Ens. 9]. 
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Tabla 8.30 Efecto del prohexadione-Ca sobre la  proporción de azucares  solubles en la 
hoja  de ‘Red Gala’ en 2001 (Media ± Desv Stand).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
‘Golden Smoothee’, [Ens. 4] 
El tratamiento con prohexadione-Ca no afectó significativamente el contenido foliar de 
carbohidratos en ninguna de las fechas de muestreo consideradas en este ensayo (Figura 
8.58). Sin embargo, se observaron ciertas tendencias que merecen ser comentadas.  
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Figura 8. 58 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución del contenido total de los 
carbohidratos solubles en hojas de ‘Golden Smoothee’ en 2001. 
 
Tratamientos Sacarosa Glucosa Fructosa Sorbitol 
 % 
Control   13.0 ± 4.2 5.5 ± 1.9 1.2 ± 0.9 80.3 ± 4.8 
125  (mg L-1) 11.5 ± 2.3 6.4 ± 1.8 3.3 ± 3.1 78.8 ± 4.5 
250  12.4 ± 3.2 5.3 ± 0.1 2.0 ± 0.0 80.3 ± 3.0 
375 12.8 ± 3.8 5.9 ± 1.1 1.0 ± 0.1 80.3 ± 4.0 
500 18.2 ± 2.0 6.9 ± 1.0 0.1 ± 0.0 74.8 ± 2.0 
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Tabla 8.31 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución de la proporción de azucares  solubles en la hoja  de ‘Golden Smoothee’ en 2001 
(Media ± Dev. Std.).  
 
Sac., Sacarosa; Glu., Glucosa, Fruc., Fructosa, Sor., Sorbitol 
 
 
 
 
 
50 75 100 DTPF 
Tratamientos  
Sac Glu Fru Sor Sac Glu Fru Sor Sac Glu Fru Sor 
 % 
Control   19.6±8.7 16.8±10.1 2.1±1.0 61.5±15.0 8.1±0.5 8.6±5.0 1.5±0.9 81.8±11.4 9.9±1.0 8.8±2.0 1.9±0.5 79.3±3.0 
125  (mg L-1) 12.6±3.0 4.7±0.3 0.8±0.2 81.9±3.2 9.5±0.9 6.5±0.6 1.3±0.2 82.6±1.4 7.8±0.8 9.7±0.7 2.3±0.9 80.2±2.2 
250  10.7±0.2 5.2±1.4 1.2±0.2 82.83±1.5 8.5±1.0 6.8±1.0 1.5±0.2 86.3±3.5 9.0±0.7 9.6±2.0 2.6±0.7 78.7±4.4 
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Figura 8.59 Efecto del prohexadione-Ca sobre la evolución de la concentración de 
carbohidratos en hoja de ‘Golden Smoothee’ [Ens. 4]. 
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El prohexadione-Ca a los 50 DTPF, parece disminuir la proporción de sacarosa, glucosa 
y fructosa y aumentar la de sorbitol. La concentración de sacarosa, fructosa y sorbitol 
aumentan en 50 y 70 DTPF con ambas aplicaciones de prohexadione-Ca. A los 100 DTPF 
no parece haber efectos (Figura 8.59). 
Carbohidratos en fruto. 
‘Fuji’, [Ens. 6] 
El prohexadione-Ca no afectó el contenido de carbohidratos totales de los frutos en 
recolección (Figura 8.60). Sin embargo, cambio ligeramente la proporción de cada uno de 
los azucares como queda ilustrado en la tabla 5. Los tratamientos 125+125, 250 y 250+250 
mg L-1 aumentaron la proporción de sacarosa en manzanas en detrimento de la glucosa.  
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Figura 8. 60 Efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración de los carbohidratos 
totales en el fruto ‘Fuji’ en recolección.  
 
Considerando la concentración, no hubo efecto del prohexadione-Ca sobre los azucares 
individuales. No obstante, parece que la aplicación de 250+50 mg L-1 induce aumentos en la 
concentración de todos los azucares (Datos no mostrados).  
‘Red Gala’, [Ens. 9] 
El prohexadione-Ca no afectó el contenido total de carbohidratos en frutos de ‘Red Gala’ 
evaluados en recolección. Tampoco cambió la proporción de azucares que, en promedio, fue 
55 % fructosa, 26 % sacarosa, 16 % glucosa y 3 % sorbitol. Aunque no haya sido 
estadísticamente significativa, parece que la aplicación de prohexadione-Ca podría  
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Tabla 8.32 Efecto del prohexadione-Ca sobre la proporción de carbohidratos en el fruto de 
la variedad ’Fuji’ en recolección (Media ± Dev. Std.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
afectar el contenido de los azucares considerados individualmente. Así, dependiendo de su 
concentración, el prohexadione-Ca puede inhibir ó aumentar la concentración de Sacarosa y 
Fructosa (Figura 8.61 a &c), mientras que disminuye la de glucosa y aumenta la de sorbitol 
(Figura 8.61 b & d). 
‘Golden Smoothee’, [Ens. 4] 
Las aplicaciones de prohexadione-Ca, aunque no modificaron la concentración de 
carbohidratos totales en fruto, indujeron cambios en el contenido y concentración de algunos 
azucares. En la tabla 6 se presenta que la proporción de sacarosa, glucosa, y fructosa  no fue 
afectada significativamente por el prohexadione-Ca. Aun así, se nota una cierta disminución 
de sacarosa y glucosa y un aumento de fructosa. Sin embargo, el prohexadione-Ca aumentó 
significativamente la proporción de sorbitol en fruto, que se acentuó en los tratamientos con 
aplicaciones repetidas (Figura 8.62).  
El prohexadione-Ca afectó también la concentración de algunos azucares. 
Efectivamente, la comparación del control con todos los tratados reveló una disminución 
estadísticamente significativa de sacarosa y fructosa (P≤0.05), mientras que el sorbitol 
aumentó más pronunciadamente con unas concentraciones que otras (Figura 8.63).  
 
 
 
 
 Sacarosa Glucosa Fructosa Sorbitol 
 % 
Control    (Sin tratar) 14.6±2.0  28.5±0.8  51.6±2.3  5.8±2.2 
125           (mg L-1) 16.3±1.4  27.8±3.9  50.9±3.9  5.1±1.0 
125+125 19.3±5.6  25.4±3.7  50.9±1.6  4.4±0.5 
125+50 14.5±2.1  28.5±1.2  51.9±1.0  5.0±0.6 
250 20.7±0.3  23.6±1.5  51.0±1.9  4.7±0.2 
250+250 19.3±1.1  25.5±1.1  49.9±0.7  5.3±2.0  
250+50 17.3±2.1  27.6±1.6  49.1±1.3  6.1±1.6  
  174
0
50
100
150
200
250
0 125 250 375 500
Sa
ca
ro
sa
(m
g 
g -
1  M
S)
0
50
100
150
0 125 250 375 500
G
lu
co
sa
(m
g 
g 
-1
 M
S)
.
0
100
200
300
400
0 125 250 375 500
Fr
uc
to
sa
(m
g 
g 
-1
 M
S)
0
10
20
30
0 125 250 375 500
Días trás plena floración
So
rb
ito
l
(m
g 
g 
-1
 M
S)
 
Figura 8.61 Efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración de carbohidratos en frutos 
de ‘Red Gala’ en recolección. 
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Figura 8. 62 Efecto del prohexadione-Ca sobre la proporción de sorbitol en frutos de 
‘Golden Smoothee’. 
 
 
Tabla 8.33 Efecto del prohexadione-Ca sobre la proporción de Sacarosa, glucosa y fructosa 
en frutos de ‘Golden Smoothee’.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Carbohidratos en brotes 
‘Fuji’, [Ens. 6] 
La aplicación del prohexadione-Ca no afectó la concentración de carbohidratos totales en 
los brotes de la variedad ‘Fuji’. Tampoco cambió la concentración de cada uno de los 
azucares. Sin embargo, se observó un cierto aumento de la concentración de Sacarosa y 
Fructosa con los tratamientos que incluyen la dosis de 250 mg L-1 (125+125, 125+50 y 
250mg L-1). Asimismo, la aplicación de 250 mg L-1 indujo un aumento de la concentración 
de sorbitol (Figura 8.64).  
 
 Sacarosa Glucosa Fructosa 
 % 
Control 22.2 ± 6.4 36.6 ± 10.2 40.9 ± 30.5 
125  (mg L-1) 23.2 ± 6.1 18.2 ± 5.3 56.8 ± 2.1 
125+125 16.8 ± 2.6 24.2 ± 2.2 57.1 ± 0.5 
250 18.8 ± 2.7 21.4 ± 2.6 58.1 ± 0.8 
250+250 18.0 ± 1.2 22.8 ± 0.9 57.3 ± 0.4 
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Figura 8.63 Efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración  de los carbohidratos en 
frutos de ‘Golden Smoothee’. 
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Figura 8.64. Efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración de carbohidratos en brotes 
de la variedad ‘Fuji’ [Ens. 6]. 
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El prohexadione-Ca no cambió significativamente la proporción de Sacarosa, Glucosa en 
brotes. Sin embargo, los tratamientos de 125+125, 125+50, y 250 mg l-1 aumentaron la 
proporción de fructosa de 0.6 % a 2.5 %. Estas aplicaciones también aumentaron la 
proporción de Sorbitol de 5.6 % a 12 % (Datos no mostrados). 
‘Red Gala’, [Ens. 8] 
El prohexadione-Ca no indujo efectos significativos ni sobre la concentración total ni 
sobre cada uno de los carbohidratos individuales. Asimismo, tampoco afectó la proporción 
de cada uno de ellos (Datos no mostrados). En función de su contenido en fruto pueden 
clasificarse en el siguiente orden: sorbitol (57%), sacarosa (19%), fructosa (14%) y glucosa 
(10%). 
‘Golden Smoothee, [Ens. 4] 
El prohexadione-Ca no modificó la concentración total de carbohidratos en los brotes de 
‘Golden Smoothee’. Dicho tratamiento tampoco afectó la concentración ó la proporción de 
cada uno de los azucares que fue de 42 % sorbitol, 30 % fructosa y 14 % de ambos azucares 
Sacarosa y Glucosa. Hay que resaltar que, aunque no fue estadísticamente significativa, la 
aplicación repetida de 125 mg L-1 parece inducir un aumento de sacarosa, glucosa y fructosa. 
A partir de esta dosis, el efecto es contrario (Figura 8.8.65). 
Discusión  
La evaluación de la concentración de carbohidratos en hojas, frutos y brotes reveló una 
gran variabilidad entre árboles. La diferencia en el contenido en carbohidratos de árboles de 
manzano con el patrón M9 fue descrita como evidente por Zeller et al., (1991).  
El prohexadione-Ca afectó la concentración foliar de carbohidratos solubles de distinta 
forma dependiendo del muestreo, de la variedad y/o condiciones experimentales. Sin 
embargo, no afectó la proporción de cada uno de los azúcares que, de mayor a menor 
siempre siguieron el mismo orden: sorbitol, sacarosa, glucosa y fructosa. Aunque queda por 
comprobar, se puede anticipar, como hipótesis de trabajo, que el tratamiento con dicho 
regulador de crecimiento podría modificar la concentración de cada uno de los azucares. Los 
efectos serían distintos según el muestreo considerado y la concentración de tratamiento 
aplicada. Con este parámetro, una vez más, hemos observado que un efecto al principio de la 
temporada puede invertirse en fechas posteriores. En general, cuando disminuyó la 
concentración de azúcares 50 DTPF, las mismas concentraciones de prohexadione-Ca 
indujeron una recuperación en las siguientes  
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Figura 8.65 Efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración de carbohidratos en brotes 
de ‘Golden Smoothee’, [Ens. 4]. 
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fechas. Asimismo, concentraciones más altas del regulador indujeron aumentos de todos los 
azúcares 75 DTPF, que decayeron más tarde en la temporada. 
Un comportamiento similar fue descrito por Lareau (1988). Estos autores demuestran 
que, CEPA y TIBA, en los muestreos de verano, inducen la disminución del contenido en 
carbohidratos de hojas y brotes de manzano, mientras CEPA, TIBA y CCC lo incrementan 
en los mismos órganos al final de la temporada. El análisis del efecto del regulador de 
crecimiento sobre el contenido de carbohidratos en una sola fecha de muestreo puede llevar a 
confusión. Así, Okuda et al., (1996) describieron una disminución de carbohidratos totales al 
final de la temporada por efecto del paclobutrazol. Los mismos resultados fueron observados 
sobre naranjo (Vu y Yelenosky, 1992). Dichos resultados no excluyen posibilidades de 
efectos contrarios en fechas anteriores.  
En frutos, el prohexadione-Ca no afectó la proporción de azucares en los dos ensayos de 
‘Fuji’ y ‘Red Gala’. Al contrario, aumentó la proporción de sorbitol en manzanas ‘Golden 
Smoothee’ en recolección. En las variedades ‘Fuji’ y ‘Red Gala’, el prohexadione-Ca parece 
disminuir la concentración de Sorbitol en fruto, mientras que en la variedad ‘Golden 
Smoothee’ lo aumenta en detrimento de otros azucares. En este sentido, se indujeron 
mayores efectos por las aplicaciones repetidas: 125+125 y 250+250 mg L-1.  
El efecto del prohexadione-Ca sobre la concentración de carbohidratos en brotes, 
aunque que merece la pena ser comprobado en posteriores trabajos, parece estar relacionado 
con la concentración total aplicada. En la  variedad ‘Fuji’, la aplicación de una concentración 
de 250 mg L-1 (en una o varias dosis) aumentó la concentración de Sacarosa, Fructosa y 
Glucosa, mientras que la aplicación repetida de 125 mg L-1 tubo el mismo efecto que en el 
caso de la variedad ‘Golden Smoothee. Otros trabajos han descrito el aumento de 
carbohidratos en brotes por tratamiento con paclobutrazol y Daminozide (Bhatia y Jindal, 
2000). 
Los tratamientos con prohexadione-Ca que indujeron aumentos de concentración de 
ciertos azucares  foliares (prácticamente todos en ‘Fuji’ y ‘Golden Smoothee) 75 DTPF, 
fueron paralelos a una mayor concentración de sorbitol en los brotes de las mismas 
variedades. Aunque sea pura especulación, que necesitaría ser demostrada, el prohexadione-
Ca a estas concentraciones podría aumentar el sumidero hacia los brotes asegurando así una 
mayor reserva para el siguiente año. Por efecto del prohexadione-Ca, también se observó un 
aumento de la concentración total de carbohidratos en todos los órganos de plantones de 
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manzano, lo que podría hacer pensar en un aumento de relación Fuente-sumidero (Guak et 
al., 2001; Wang et al., 1985).  
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Effect of Prohexadione-Ca on the red colour of ‘Fuji’ apples 
 
Abstract 
 The effects of prohexadione-Ca on the development of red colour of ‘Fuji’ apples 
were studies in two different trials performed under the growing conditions of the Middle 
Ebro Valley. The application of prohexadione-Ca resulted in an increase of the coloured area 
of the fruit. This effect was greater when repeated sprays of 125 – 250 mg L-1 the growth 
inhibitor we made, the first applied at FB and the second 60 to 65 DAFB. Besides, an 
increase of the intensity and saturation of the red colour on the two sides (blushed and 
shaded) of the fruit were found. Also, a smaller value of L*, a greater contribution of b*, 
which resulted in a darker red colouring, a decrease in the Hue and an increase of chroma 
were found. 
 
Introduction 
Key factors for apple red colour. 
The colour of apple skin is the result of blending various amounts of different pigments. 
The background yellow/green colour is due to the plastid pigments chlorophyll and 
carotenoids. By contrast, the red colour of apple skin is produced by anthocyanins and 
flavonols, which are present in the vacuole. In apples, the anthocyanins are all derivatives 
from Cyanidin, the immediate precursor to idaein, the pigment responsible for the red colour 
on ‘Fuji’ apple. Cyanidin glycosides give rise to scarlet red colours, compared to 
pelargonidin glycosides, which produce orange-red and delphinidin glycosides, which 
produce bluish-red colours.  
Different apple cultivars exhibit a wide range of red shades, from deep purple red 
(‘Jonathon’, ‘Redskins’, ‘Red Delicious’) to orange red (‘Cox Orange’). Furthermore, other 
factors account for the different colours in apple skin. The different shades of red in apple 
cultivars are the result of the nature and extent of co-pigmentation. In fact, according to 
Mazza and Brouillard (1990), the subtle change in red colour intensity or hue seen in many 
apple cultivars may be a consequence of co-pigmentation. However, according to Lancaster 
et al. (1997), the ratio of flavonols and proanthocyanidins to anthocyanins was similar for all 
genotypes when the biochemical and cytological mechanisms responsible for differences in 
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red colour quality in apples were investigated in cultivars as ‘Granny Smith’, ‘Oregon Red 
Delicious’ and ‘Regal Gala’  
Therefore, it was concluded that copigmentation is not responsible for different shades 
of red apples. Also, darkness of red skin was positively correlated with the proportion of red 
cells in the skin and the size of the vacuoles containing anthocyanins. In the same study, it 
was observed that the comparison of plastid pigments, chlorophylls and carotenoids with 
chromaticity (L*, a* and b*) measurements, indicated that the visual blending of plastid 
pigments and anthocyanins had an important influence on the red coloration of apple skin. 
Though many researchers have studied the molecular determinism and inheritance of 
apple fruit skin colour, the results are contradictory (Brown, 1992 in Cheng et al., 1996). For 
example, Crane and Lawrence (1933) suggested a single-dominance gene control of 
anthocyanin biosynthesis in apples. Schmidt (1988) postulated that in certain cases modifier 
genes could override the effect of Rf (red skin colour gene), while White and Lespinasse 
(1986) proposed that the red colour of fruits was determined by two dominant 
complementary genes (A and B), being the yellow fruit produced as a result of A or B alone, 
and yellow-green phenotypes resulted from the expression of a homozygous recessive 
genotype. A single dominant gene for blush was reported to be linked to A or B (Cheng et 
al., 1996). 
Although red colour does not affect flavour, it is an important factor for consumer 
acceptance of apples. It is well know that red pigmentation formation process depends 
mainly on environmental factors such as temperature, light quality and light interception 
(Andris and Crisosto, 1996). Furthermore, the key environmental factor for anthocyanin 
biosynthesis appears to be the light. In fact, apples kept in the dark, or in dim light, do not 
redden (Lancaster, 1992). 
Cultural practices such as pruning, thinning, fertilization (nitrogen and potassium) and 
plant growth regulators influence red colour formation. Other factors such as smoke, dust, 
clouds and rain may indirectly affect red colour formation by reducing light exposure. Also, 
generally, the best development of red colour in apples is registered in climates with clear 
bright days and cool nights during the pre-harvest period. Night temperatures below 18ºC 
enhance red colour formation in ‘Fuji’ apples, but daily warm temperatures can cancel the 
positive effect of cold night temperatures (Andris and Crisosto, 1996): under these 
temperature conditions (>18ºC), there was an inverse relationship between anthocyanin 
content of the skin and temperature, but the relationship between leucoanthocyanins and 
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temperature was not so simple. Low temperate was suggested to reduce the loss of sugars in 
the skin through respiration, resulting in increased photosynthate, which would flow through 
to anthocyanin biosynthesis (Lancaster, 1992).  
Different approaches to enhance the red colour of apples. 
Several attempts to improve red colour development, including delaying harvest, have 
been tried. However, this method has not been successful in warm areas of production. In 
certain environments, late harvest has been associated with physiological disorders such as 
skin cracking and internal browning. 
Water applications close to harvest time have been suggested to reduce fruit temperature 
(evaporative cooling) and thereby enhance colour formation under warm weather conditions. 
In warm regions of the USA, methods of water application have been successfully assayed 
(Unrath, 1972; Evans, 1993; and Williams, 1993). This technique has been tried on apple 
'Red Delicious', applying a cycling program; at dawn, at noon and at twilight, achieving 
important decreases of temperature and increases of fruit coloration. In the fruit growing area 
of Lleida, this same technique (sprinkler irrigation) has been successfully tested, to improve 
the colour of ‘Starking Delicious’ (Recasens and Barragan, 1981). In other studies (Recasens 
et al., 1988), the enhancement of apple fruit colour has been accompanied by increase in 
weight and soluble solids content.  
Several other methods have been tested to improve red skin colour of apples, as 
postharvest stimulation by irradiation. Work by Dong (1995); has shown that the red colour 
of ‘Royal Gala’ fruit increased after irradiation with ultraviolet (UV) and white light. The 
enhanced red colour was due to an increase in anthocyanin concentration which was dose 
dependent.  
Bagging apples during the latter part of the growing season to enhance red colour 
development has been a common practice for decades in Japan (Mink, 1973 and Robinson, 
1974 cited by Fan et al., 1998). Bagging has also been extensively used in the Pacific 
Northwest of USA, mainly for ‘Fuji’. Conflicting results in several reports may reflect 
differences in the bags used, time of exposure after bag removal, and/or cultivar specific 
responses.  
According to the study conducted in 1993-1994 under the warm San Joaquin Valley 
(California) conditions, reveals that the use of reflective materials between rows of ‘Fuji’ 
trees enhanced red colour development without reducing fruit quality, independently of 
orchard conditions (Andris and Crisosto, 1996).  
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Important question whether is whether anthocyanin formation is maturity/ripening and, 
therefore, ethylene related or not. To test the relationship between maturity/ripening and 
anthocyanin formation, substance known to accelerate maturity/ripening can be applied and 
anthocyanin formation measured and, on the contrary, substances known to stimulate 
anthocyanin formation can be applied and maturity/ripening responses measured. For 
example, Alar might inhibit ethylene and delay maturity, and enhance or retard red colour 
formation (Saure, 1990). 
Ethephon, is an ethylene-releasing product that is applied at preharvest, has been 
successfully used to promote red colour development in early – and midseason red cultivars, 
in some countries. However, application of ethephon on ‘Fuji’, in warm conditions, does not 
improve red colouring. It appears that ethephon is not able to induce red colour formation 
when light and temperature requirements for red colour formation are not met.  
According to Saure (1990), the amount of red coloration of apples is influenced by a 
phytochrome-dependent capability for colour formation that decreases during the course of 
fruit development. This depends on the cultivar, intensity and quality of radiation, and on 
internal effects. The latter is attributed to the effect of endogenous gibberellins. GA’s content 
increases rapidly some time after the phase of cell division. Apart from increasing light 
intensity, all the environmental factors and cultural practices that reduce the supply of 
gibberellins or limit their effect directly or indirectly may promote reddish colorations. 
Awad et al., (2002) described that the application of SADM, CCC, prohexadione-Ca, 
GA4+7, plantacur-E, shikimic acid, galactose and seniphos did not significantly influence the 
formation of anthocyanins, total flavonoids and chlorogenic acid in fruit skin. The 
percentage of blush increased during maturation was higher in ethephon-treated fruit and 
lower in ABG (S-trans-2-amino-4-(2-aminoethoxy)-3-butenoic acid hydrochloride) and 
GA3-treated fruits compared with those of control. The finding that anthocyanin responds 
much quicker both to ethylene promoting and ethylene inhibiting treatments than other 
ripening related phenomena suggests the dependence of the anthocyanin synthesis on 
ethylene. 
One of the multiple effects of prohexadione-Ca utilization is the increase of the 
percentage of red colour. Treatments with BAS 125 retarded shoot growth, and thus  
increasing both light penetration in the canopy and colour development comparable to 
summer pruning (Unrath, 1999). Summer pruning has been adopted by many growers to 
improve colour and to increase the number of fruits classified as U.S. Extra Fancy (> 50 % 
red colour). However, summer pruning is labour intensive and expensive, and requires 
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skilled pruners, although these requirements might be substantially reduced by using BAS 
125 early in the season (Unrath, 1999).  
The goal of this piece of work is addressed to verify whether prohexadione-Ca 
applications improve the red colour of Fuji apples. 
Material and methods  
This chapter includes the results corresponding to the experiment 5, carried out in 1999 
and to the experiment 6 in 2001.  
Samples of fruits chosen at random, (15 fruits for experiment 5 and 30 for experiment 6), 
were collected at harvest from each tree for qualitative and quantitative colour evaluation. In 
experiment 5, the red colour percentage is presented following the ‘Extra Fancy’ criterion 
(more than 50% red), while in experiment 6, the level of red coloring was estimated by the 
percentage of colour surface according to the following subjective scale, 0 (green apple); 1 
(<25%); 2 (>25%<50%), 3 (<50%<100%), 4 (100%). 
Colour measurements were made by placing the 8-mm-diameter measuring of a 
colorimeter (CR-200; Minolta Co., Osaka, Japan) on both the blushed and the shaded side. 
Previously, the area to be measured was gently wiped with a soft cloth to eliminate 
variations in chromaticity values due to dust or spray residues. Colour measurements were 
expressed in CIELAB units of L*, a*, and b*. Chroma (C*) and hue angle (Hº) were 
calculated from L* a* and b* (Hunter, 1975; Singha et al., 1991a, 1991b). The CR-200 was 
calibrated using the standard white tile with the Optical Sensor D65. 
The average of three measurements in each part of the fruit and a total of six records (for 
all the parameters considered) were analyzed separately. The two sides of the apple were 
considered either jointly or separately for ANOVA, and the comparison of means according 
to the statistical methods specified in chapter 2. 
Results 
Experiment 5. 
Percentage of red colour 
A significant increase in the proportion of extra fancy fruit in the prohexadione-Ca 
treated trees was recorded (Table 9.34). 
Within the prohexadione-Ca treatments, the lowest concentration was as effective as the 
highest, although differences were not statistically significant. The greatest percentage of red 
coloured fruit was obtained when 100 mg L-1 (prohexadione-Ca) was applied twice. 
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Similar results were obtained when testing the effects of this concentration (100 mg L-1) 
in each date of application: when applied at full bloom repeated sprays of 100 mg L-1 
induced greater increases (82 % Extra Fancy) than other concentrations, although differences 
were not statistically significant (Table 9.35). Also, it appears that 100 mg L-1 applied once 
or twice 20 days after full bloom (Table 9.36) induce the same increase (73%), but again, 
none statistically significant differences were obtained.  
Lightness (L*) 
For lightness (L*), analysis of data from both sides of the fruit showed a significant 
decrease in the value of the prohexadione-Ca treated trees. When analyzing L* in each side 
separately, the shaded part of the fruit in prohexadione-Ca treated trees was significantly 
smaller (P<0.05) than in controls (Table 9.34), while no significant differences appeared in 
the blushed side. Lightness ranged from 81.8 (control trees) to 79.5 (prohexadione-Ca 
treated tree) (P<0.05) (Table 9.34).  
Considering the effect in each series of treatments (Table 2 and 3), again the L* value of 
the shaded side of apples from the prohexadione-Ca treated trees were significantly smaller 
than in those from control. Analyzing the prohexadione-Ca treatments as the main factor, a 
significant decrease in the L* values was found for treatments 100+100 mg L-1, 200 mg L-1 
and 200+200 mg L-1. 
Hue values (Hº) 
The hue values (Hue angle (tan-1 b*/a*) do not present significant changes between 
control and the prohexadione-Ca treatments (Table 9.34, 9.35, and 9.36). 
When considering jointly both series of treatments and all data (both sides of the fruit), 
the effect was dependent of the concentration applied. The contrast between hue values 
obtained in low versus high concentration of prohexadione-Ca was statistically significant 
(P<0.05). When taking into account, each series of treatments separately (Table 9.35 - 9. 36), 
hue values do not present significant changes among control and all concentration of 
prohexadione-Ca. However, statistically significant differences had been obtained in hue 
values, when comparing low and high concentrations, but only in the second series of 
treatments, after full bloom date treatment application (both sides considered), (P<0.05). 
Analyzing each side of the fruit, a significant difference is obtained in the blushed side 
(P<0.01) (Table 9.36).  
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Table 9.34 Effects of prohexadione-Ca treatment applied (averaging over dates of treatment) on ‘Fuji’ apple colours shown as a percentage of 
the red colour of apple fruit; parameters L*, C, Hº of both blushed and shaded sides of the fruit and of the whole fruit. (Experiment 
5). 
 
Blushed  Shaded Whole fruit  Extra fancyδ 
(%) L* Hº C* L* Hº C* L* Hº C* 
Control 51.11  80.26 312.32 22.71 81.79  318.05 19.56 81.03  315.19 21.13 
Treated 70.00  78.50 310.93 22.65 79.47  313.64 21.59 78.98  312.28 22.12 
Control vs. treatedα 0.04 * ns ns ns * ns ns * ns ns 
α, Have been considered all treatments (10 treatment), in both date of treatment. 
δ, % of fruits with more than 50% are red ns, *, **; Non significant or significant at P ≤ 0.05, 0.01, respectively. 
 
 
 
 
 
 
Capitulo 10 
 192
Table 9.35 Effects of prohexadione-Ca treatment applied [started at full bloom (FB)] on ‘Fuji’ apple colours, shown as percentage of red colour 
of apple, and parameters L*, C, Hº in both sides of fruits: blushed and shaded side. (Experiment 5) 
 
Blushed Shaded Treatmentα Concentration 
(mg L-1) 
Extra fancyδ 
(%) L* Hº C* L* Hº C* 
1 0 (control) 51.11 80.26  312.3  22.71  81.79  318.1  19.56  
2 100 68.89 79.77  315.9  22.25  79.97  319.1  21.86  
3 100+100β 82.22 * 78.16  314.3  23.99  79.40  322.2  22.41*  
4 200 66.67 78.67  310.8  22.62  78.96*  312.7  22.44 * 
5 200+200β 62.22 77.98  310.1  21.46  79.32  310.3  21.14  
6 400 71.11 78.29  307.0  22.23  79.77  313.8  21.74  
Contrast: Comparisons:         
1 vs. (2, 3, 4, 5, 6 ) Control vs treated ns ns ns ns * ns * 
(2, 3, 4) vs. (5, 6) Low vs high conc. χ ns ns ns ns ns * ns 
Tendency (1, 2, 4, and 6) ns ns L* ns ns ns ns 
α, All treatment started at Full bloom (15 April 1999). 
β, In treatment 3 and 5, the second spray was made twenty days after the first treatment (06 May 1999). 
χ, 2, 3, and 4 have been considered as low concentration and 5, 6 have been considered as high concentration relatively. 
δ, % of fruits apple with more than 50% are red. 
ns, *,  Non significant or significant at P≤0.05, respectively. This symbol (*) at means level is the significance for the contrast control vs. each treatment. L, 
linear tendency. 
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Table 9.36 Effects of prohexadione-Ca treatment [starting 20 days after full bloom (AFB)] on ‘Fuji’ apple colours shown as percentage of red 
colour, and parameters L*, C, Hº in both blushed and shaded sides of fruits (Experiment 5) 
 
Blushed Shaded Treatmentα Concentration 
(mg.l-1) 
Extra fancyδ 
(%)       L* Hº C* L* Hº C* 
          1 0    (control) 51.11  80.26  312.3 22.71  81.79 318.1  19.56  
2 100 73.33  79.11  318.7 22.25  80.19 315.3  21.86  
3 100+100β 73.33  77.60  314.9 22.62  78.49 * 322.0  22.41*  
4 200 66.67  77.40  311.9 21.46  78.67 * 309.4  22.44 * 
5 200+200β 71.11  79.50  303.2 22.23  79.72  306.2  21.14  
6 400 64.44  78.50  302.4 22.36  80.15  315.7  21.74  
Contrast: Comparisons:        
1 vs. (2, 3, 4, 5, 6)  Control vs treated ns ns ns ns * ns ns 
(2, 3, 4) vs.  (5, 6) Low vs high conc. χ ns ns ** * ns ns ns 
Tendency  (1, 2, 4, and 6) ns ns L * ns ns ns ns 
α, All treatments started twenty days after Full bloom (06 May 1999) 
β, In treatment 3, and 5, the second spray has been made twenty days after the first application (26 May 1999).  
χ, 2, 3, 4 have been considered as low concentrations and 5, 6 have been considered as high concentrations relatively. 
δ, % of fruits with more than 50% are red. 
ns, *, **; Non significant or significant at P≤ 0.05, 0.01, respectively. 
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Chroma (C*) 
When both sets of application were jointly considered, no significant differences for 
chroma (C*) were observed between the control and the prohexadione-Ca treatments.  
However, in the shaded side of the fruit, differences (though no significant) appeared 
between treatment 3 (100+100 mg L-1 of prohexadione-Ca and all other (Figure 9.34). Fruits 
colour for this treatment of prohexadione-Ca had a greater saturation. 
Considering now, separately the effect within each starching date of treatment, the 
blushed side of the fruit treated with 100, 100+100 and 200 mg L-1 were significantly more 
saturated (P<0.05) than the other concentration (20 days after full bloom) (Table 8.36).  
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Figure 9.66 Effect of prohexadione-Ca treatment of relative a* contribution in the shaded 
(a) and blushed (b) side of fruit, in both series of treatment (Experiemt 5). 
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a* and b* chromaticity value.  
Concerning CIELAB units a* (Bluish Green – Red Purple) and b* (Yellow – Blue) 
parameters, all a* values were positive. In the blushed side, the values ranged between 18 
and 21, and in the shaded side, smaller values were recorded: between 16 and 19. Figure 
9.66 a &b, represents the relative values to the control.  
Considering a*, no significant differences were observed between the control and all 
concentration of prohexadione-Ca treatments (either in the blushed side of the apple or in the 
shaded side, or in both series of treatment either considered, jointly or separately). However, 
it was observed a greater red contribution (a*) in the shaded side of apples from the 100 and 
100+100 mg L-1 treatments (Figure 9.66a). Meanwhile, in the blushed side of apple, a 
greater red contribution (a*) was observed with the greater concentrations of prohexadione-
Ca (Figure 9.66 b). 
All b* values were negative. In the blushed side, they ranged between -9 and -12, and in 
the shaded side between -8 and -11.  
b* chromaticity parameter, - contrary to a*- showed  statistically significant differences 
between several concentration of Prohexadione-Ca applied (P<0.05), but only in the shaded 
side.  
On this side (shaded), the application of 100 mg L-1, 100+100 mg L-1 and 200+200 mg L-
1 (when starting the application at FB) resulted in a remarkable contribution of the blue 
colour, as expressed by smaller b* values (greater en absolute value). Figure 1 a, represents 
the relative values  to the control. The treatments of greatest doses promoted the opposite 
effect: a brighter red resulting from a lower contribution of blue. 
However, in the blushed side, statistically significant differences (P<0.05) were obtained 
only between high versus low prohexadione-Ca concentration. When prohexadione-Ca was 
applied at 100, 100+100 and 200 mg L-1, a greater contribution of blue colour was found 
(Figure 9.67 b). 
Experiment 6.  
Percentage of red colour.  
The percentage of red colour on the fruit apple increased significantly from 57 % (in 
control tree) to 69 % (in all treated trees). All treatments induced a greater proportion of red 
coloured surface in the apples. However, only treatments 3, 4, 5, and 6 were significant. The 
highest percentage of apple red colour (75%) was obtained for the 250 + 250 mg L-1 
treatment (Table 9.37).  
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Figure 9.67 Effect of prohexadione-Ca treatment on the relative b* contribution to the 
shaded (a) and blushed (b) side of fruit, in both series of treatments. 
 
 
Lightness (L*) 
In spite of the lack of statistical significance, prohexadione-Ca treatments promoted 
reduction of lightness in the blushed side of the fruits, concomitant with increases of this 
parameter in the shaded side (Figure 9.68 a &b).  
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Table 9.37 Effects of prohexadione-Ca treatments on the percentage of red colour of ‘Fuji’ 
apple(Experiment 6). 
 
Treatmentα Concentration 
(mg L-1) 
Red colour 
(%) 
1 0     (Control) 57.25 
 2 125 67.25 
 3 125+125 68.71 
 4 125+50 69.88 
 5 250 68.25 
 6 250+250 74.90 
 7 250+50 64.00 
Comparisons  
Control vs. all treated * 
Control vs. 125 ns 
vs. 125 +125 * 
vs. 125+50 * 
vs. 250 * 
vs. 250+250 ** 
vs. 250+50 ns 
Lineal Tendency (1, 2, y 5) * 
α, the first treatment was applied in Full bloom and the second 69 days after 
Full bloom. ns, *, **; Non significant or significant at P ≤ 0.05, 0.01, 
respectively. 
 
Hue values (Hº) 
Prohexadione-Ca treatments did not induced significant changes on the hue parameter. 
However, a decrease of 17 degrees on the blushed side together with a slight increase in the 
shaded side was found for most of treatments. The 250 mg L-1 treatment applied twice did 
not affect the hue value in the shaded side of the apple (Figure 9.69 a &b). 
Chroma (C*) 
Prohexadione-Ca produced smaller C* values with 125, 125+125, 125+50 y 250 mg L-1 
treatments. On the contrary, 250 mg L-1 treatment applied twice, induced more colour 
saturation. In the shaded side, the prohexadione-Ca induced a tendency to more saturated 
colours (Figure 9.70 a & b). 
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Figura 9.68 Effects of prohexadione-Ca treatments on ‘Fuji’ apple lightness (L*) in the 
experiment 6, in the blushed side (a) and in the shaded side (b). 
 
 
a* and b* chromaticity value 
In the blushed side a* values were included between a minimum of 9.38 (for control) and 
20.24 for the 250+250 mg L-1 treatment. All treated fruits had higher a* values. In the same 
side, lower b* values were found in treated fruits. All values ranged between a maximum of 
26 (control) and a minimum of 24 for the 250+50 mg L-1 treatment. The differences with the 
values of control samples are presented in Figure 9.71 a. 
a
b
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Figura 9. 69 Effects of prohexadione-Ca treatment on ‘Fuji’ apple hue angle in the 
experiment 6, in the blushed side (a) and the shaded side (b). 
 
 
In the shaded side, all a* values were negative in sign. In treated fruits value were smaller 
than in the controls (-8), except for the case of the 250+250 mg L-1 treatment which provided 
values around –6 (Figure 9.71 a). 
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Figura 9.70 Effects of prohexadione-Ca treatment on ‘Fuji’ apple chroma in the experiment 
6, in the blushed side (a) and the shaded side (b). 
 
In both sides of the fruit, b* values were positive in sign. In the blushed side, b* ranged 
from 26 for controls to 23 for 250+50 mg L-1 treatment, while in the shaded side treatments 
induced greater values (34 for controls and 37 for treated) (Figure 9.71 b). 
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Figura 9.71 Effects of prohexadione-Ca treatment on ‘Fuji’ apple a* (a) and b* (b) 
chromaticity value.  
 
Discussion  
Surface colour is an important marketing criterion and, at present, the production of fruit 
of good quality is the main aim of the fruit grower. Concomitant with the commercial 
interest that confers the red colour of apples, which depends on the presence of vitamins C 
and E, flavonoids, caroteneoids, etc..., the existence of these compounds has important 
properties for human health. Flavonoids and phenols are important classes of secondary 
plant metabolites with antioxidant capacity both in in vivo and in vitro systems (Formica and 
Regelson, 1995; Rice-Evans, 1997). Thus, flavonoids contribute to fruit colour and also to 
human health (Awad, et al., 2002).  
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Summer pruning was adopted by many growers to improve colour and increase de 
number of fruits classified as U.S. Extra Fancy (if 25% of fruits was red = extra fancy) 
(Autio and Green, 1990). However summer pruning is expensive and labour intensive, and 
requires skilled pruners. Summer pruning also induced the reduction of carbohydrate 
reserves, which are needed for flowering and the start of fruit growth in the following spring. 
In these experiments, the application of prohexadione-Ca has been tested as a retardant of 
shoot growth, but its secondary effects, particularly on fruit colour development have also 
been evaluated.  
In both experiments, the treatments with prohexadione-Ca induced a greater percentage 
of red surface in 'Fuji' apples. This result was specially true for repeated applications. In 
experiment 5, the best results were obtained with repeated sprays of 100 mg L-1, whereas in 
experiment 6, the most effective treatment was the repeated applications of 250 mg L-1. In 
both cases, the first application treatment was carried out at full bloom. 
The results obtained in experiment 5 with 100 mg L-1 sprayed once or twice confirmed 
other previous reports. On ‘McIntosh’ apples, the best results of extra fancy fruit percentage 
were obtained with 125 mg L-1. Also, for ‘Fuji’, 125+125 mg L-1 of prohexadione-Ca 
resulted in the greatest percentage of extra fancy fruit (27 %), while the untreated control 
was 10% (Green. 1999). 
Fruits yields with high colouring potential is important, and the production of fruits that 
have a high anthocyanin level on the side non-exposed to light, would result in improved 
colour under low-light or shaded conditions. The study of changes and contents in 
anthocyanin levels for apple fruit have been approached in several papers. The procedure 
involves the extraction of anthocyanin from the fruit peel and spectrophometrical 
determination. This procedure, although accurate, is both time-consuming and destructive. 
Rapid, non-destructive methods for estimating fruit anthocyanin levels would make it 
possible.  
We present data on the effects of prohexadione-Ca on fruit colour. The study has been 
made on the more exposed part of the fruit to sun radiation and on the opposed side 
(shaded). 
In both experiments of this study, the blushed face of fruit from trees treated with 
prohexadione-Ca was more darkly red (lower L* value) than that of the control fruits. 
According to the existing relationship between log anthocyanin and L* value (Dussi et al., 
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1995) this part of the fruit (not exposed to light) has more anthocyanin than that of the 
untreated controls.  
On the other hand, prohexadione-Ca induced a darker coloration in the shaded side of the 
fruit (lower L* values). In other words, prohexadione-Ca induced more colouration in the 
side not exposed to the sun radiation. According to Singha et al. (1991b), for fruit with light 
colour (large L*), colour changes are not as closely related to changes in anthocyanin as 
when the fruit become darker (smaller L*). Colour changes that occur before the fruit 
darkens to L*<50 must be primarily due to other pigments.  
Considering the coordinates of chromaticity, repeated sprays of 200 (Exprimento 5) and 
250 mg L-1 (experiment 6) induced a red dark colour with a greater contribution of b * in the 
red part of the fruit. While with these same concentrations of prohexadione-Ca, the fruits had 
a green part more red in some cases (Experiment 5) or more yellow that green (experiment 
6). 
In plant materials in which two or more pigments are present, a close examination of 
published data demonstrates that good correlations between colour measurements and 
pigment contents have not been found. This is the case for ripen peaches (Prunus persica L. 
Batsh), were major changes in colour were reflected by an increase in a* values but no 
changes were found in b* (Byers et al., 1991; in: Lancaster et al., 1997). However, the 
increase in a* value was brought about by two pigments changes: decrease in chlorophylls 
concomitant with an increase in anthocyanins. In particular, high chlorophyll levels modify 
the colour measurement of fruits and vegetables with high anthocyanins concentration. 
Apple genotypes, such as ´Oregon Red Delicious’, which have high anthocyanin levels and, 
therefore, would be expected to have a high a* value, also have great chlorophyll levels, 
which reduce the value of a* (Lancaster et al., 1994).  
By definition, chroma indicates the degree of separation from grey toward a pure 
chromatic colour, and hue angle indicates the visually perceived colour (McGuire, 1992).  
In this study, in the side exposed to light (blushed side), the diminution of hue angle and 
the increase in chroma, indicates the changing toward a more darker red. However, all 
prohexadione treatments applied in the experiment 5 resulted in a darker and more saturated 
blushed side. In experiment 6, the 250+250 ó 250+50 mg L-1 treatments, induced more 
saturation of red colour in the red part of the fruit.  
In fact, in this study, the L*, a*, b*, C* and Hº values are given, from tissues with 
different combinations of pigments. Thus, each point on the three-dimensional colour space 
does not correspond to a unique set of pigment concentrations per se, but can be obtained by 
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many different quantitative combinations of pigments. All other papers indicate the need for 
caution in interpreting tristimulus colour co-ordinates in terms of simple changes in pigment 
composition. According to Fan et al. (1999), colour changes (yellowing) during apple fruit 
ripening is associated with chlorophyll degradation, carotenoid synthesis, and metabolism of 
other pigments. 
It has also been found (Lancaster et al., 1994) that high chlorophyll levels, in particular, 
modify the colour measurement of fruits and vegetables with high anthocyanins. Apple 
genotypes, such as ’Oregon Red Delicious’, which have high anthocyanin levels and, 
therefore, would be expected to have a higher a* values, also have high chlorophyll levels, 
which reduces a* values. Several researchers have established relationships between 
anthocyanin concentration and chromaticity values. The simple and linear regression of the 
log anthocyanin content in the skin of ‘Sensation Red Barlett’ pear on L* value and (a*/b*) 
L* provided a R =0.41 (Dussi et al., 1995).  
In other study about pigment composition on skin colour in a wide range of fruit and 
vegetables, Lancaster et al., (1997) found a significant linear relationship between 
anthocyanin content (in anthocyanin-containing tissues) and hue values. The relationship 
was significant over a wide range of anthocyanin concentrations (0.15 to 3.120 mg.g-1). 
In this part of the study, we have not presented a biochemical approach to specify the 
nature of pigment contribution, for which it is impossible to reach a conclusion (in 
preparation). However, the blushed side of the fruit from prohexadione-Ca treated trees was 
darker is red colour than in the fruits from control trees. A greater contribution of red colour 
has also been found in the non-exposed surface of the fruit from treated trees.   
Prohexadione-Ca not only affects the percentage of the blushed face in the fruit but also 
the intensity of this coloration. These changes have occurred according to the concentration 
sprayed and the time of application of the compound.  
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Discusión general  
 
Existe un delicado balance entre el crecimiento vegetativo y la productividad en el 
manzano, que por más de una razón, está frecuentemente alterado. En el manzano como en 
otras especies frutales, la tendencia actual en las áreas de producción se dirige al 
establecimiento de plantaciones intensivas. En las modernas plantaciones de producción 
frutal, con distancias mínimas de separación entre árboles, se observa una tendencia a 
inducir sombras entre ellos por enredamiento de los brotes ó por altura excesiva. Por lo 
tanto, una parte importante de la copa del árbol queda no productiva. 
El crecimiento vegetativo permite mantener el vigor, promover el área foliar y 
desarrollar una estructura bien orientada. Sin embargo, los tejidos leñosos compiten con los 
frutos por los asimilados. El desarrollo, y mantenimiento de madera improductiva supone un 
derroche de energía que incide negativamente en los costes de producción. Por lo tanto, el 
objetivo principal de todas las prácticas e investigaciones en pomología pretende. de una 
manera directa ó indirecta, manipular la relación: Crecimiento Vegetativo/Fructificación. 
Entre las prácticas posibles, se considera un prometedor el uso de inhibidores de 
crecimiento para el control del crecimiento vegetativo; más aun con la introducción de un 
nuevo producto que consideramos con grandes perspectivas: el prohexadione-Ca. 
Efectivamente, a través del trabajo desarrollado en esta tesis, hemos comprobado que el 
prohexadione-Ca es un inhibidor de crecimiento con grandes perspectivas de utilización en 
las condiciones de cultivo del Valle de Ebro y otras áreas de condiciones similares.  
Aunque el crecimiento de brotes es la más notable expresión del desarrollo vegetativo, 
siempre representara una fracción del crecimiento total del árbol (Forshey et al., 1983). 
Estamos conscientes que el estudio ideal seria el que proporcionase los datos de la relación 
crecimiento total/árbol, aunque esto no es fácil en la practica. Sin embargo, se han 
encontrado correlaciones lineales entre el crecimiento total de los brotes de un árbol y la 
longitud media de estos brotes (Forshey y Elfving, 1989). Por lo tanto, el estudio del 
crecimiento realizado sobre una muestra representativa de los brotes del árbol, permite 
extrapolar los resultados a la totalidad de la planta.  
La experimentación efectuada durantes los años 1999, 2000 y 2001 permitió concluir 
que el prohexadione-Ca inhibe eficazmente el crecimiento de los brotes de las variedades de 
manzano estudiadas: ‘Golden Smoothee’, ‘Fuji’, ‘Royal Gala’, y ‘Red Gala’. Considerando 
los ocho ensayos realizados en condiciones de campo, el crecimiento de los brotes se redujo 
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entre un 30 y un 65 %. Como los triazoles (Fletcher et al., 2000), la inhibición del 
crecimiento depende de la dosis, momento de aplicación, vigor y tamaño de los árboles. 
Estos resultados fueron también descritos en trabajos realizados en otras condiciones de 
cultivo, en EEUU (Miller, 2002; Green, 1999; Unrath, 1999; Byers y Yoder, 1999).  
Para asegurar la inhibición del crecimiento de brotes, es imprescindible realizar dos 
aplicaciones. Una en plena floración y la segunda entre 60 y 70 días tras la plena floración. 
La concentración de la primera aplicación es determinante para el resultado final. El rango 
de dosis aconsejado se situaría entre 200 y 250 mg L-1 para la primera aplicación y entre 50 y 
250 mg L-1 para la segunda. El prohexadione-Ca es un producto químico que se degrada 
rápidamente en los tejidos de plantas (Evans, et al., 1999), lo que posiblemente justifique la 
necesidad de una segunda aplicación.  
De acuerdo con las observaciones de Miller (2002), nosotros podemos afirmar, que una 
inhibición eficaz al principio de la temporada con el rango de concentración propuesto 
anteriormente podría tener repercusiones muy graves, acelerando el crecimiento, si no se 
realiza la segunda aplicación en su momento propicio.  
En el presente trabajo, se ha demostrado que el segundo crecimiento observado en 
verano (mid season), tiene mayor amplitud cuanto más se ha inhibido el crecimiento de 
brotes. En general, el recrecimientos de brotes en verano, depende de las condiciones 
climáticas, del vigor del árbol o como respuesta a ciertos tipos de estrés (Grierson, 1982). En 
este trabajo, se ha podido demostrar (Capitulo 2, Ensayo 7) que el recrecimiento de los 
brotes tratados, puede ser independiente, si no, depende en menor medida de las referidas 
condiciones que lo favorecen. Dichos brotes, presentaron una tasa de crecimiento mayor que 
los controles, y proporcional a la dosis inicial de prohexadione-Ca. El geotropismo 
observado acompañando este fenómeno, es seguramente una respuesta al desequilibrio 
hormonal, ó al cambio de la tasa de crecimiento (Audus, 1969) y más probable aun, a ambos 
efectos.  
El manzano produce tres tipos de brotes: terminales, laterales y los que emergen de la 
base de las inflorescencias. El crecimiento de los brotes terminales tiene un distribución 
normal, mientras que los laterales presentan un alto porcentaje de brotes cortos (Forshey, 
1982). Además, los brotes terminales generalmente tienen un crecimiento más temprano, con 
mayor vigor y de mayor duración en la temporada que los brotes laterales. Por esta razón, se 
decidió estudiar el efecto del prohexadione-Ca sobre cada uno de ellos por separado. Aunque 
en algunas fechas de muestreo, la interacción entre el tratamiento y el tipo de brotes fue 
significativa, en general se puede asegurar, que respetando las condiciones adecuadas para 
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una buena acción del producto, éste es igual de eficaz sobre los brotes laterales que sobre los 
terminales, aunque fue ligeramente mas eficaz sobre los brotes laterales que los brotes 
terminales.   
La inhibición del crecimiento vegetativo de los brotes fue concomitante con una 
reducción de la longitud media de los entrenudos y con una disminución de los pesos seco y 
fresco de los brotes. Los brotes tratados con prohexadione-Ca presentaron, en ciertas 
condiciones, mayor retención de agua. Estos resultados están de acuerdo con los descritos 
por Byers y Yoder (1999).  
En general, el prohexadione-Ca no fue tan eficaz en la reducción del crecimiento del 
área de la sección del tronco. Al menos, los resultados no fueron tan evidentes como en el 
caso de la longitud de brotes. Según los datos de Byers y Yoder, (1999), se consigue inhibir 
el crecimiento del tronco solo utilizando concentraciones muy altas de prohexadione-Ca. 
Aunque en la mayoría de los experimentos no se observó un efecto significativo sobre el 
incremento de la sección de tronco, se encontró una correlación positiva y estadísticamente 
significativa entre el incremento de la sección del tronco y la longitud de brotes en varios 
ensayos entre ellos en el de ‘Fuji’ en 1999, cuyos tratamientos comenzaron en floración y 20 
DTPF (R ≈ 0.60, P ≤ 0.05). 
En condiciones normales, los brotes de manzano terminan el crecimiento en mitad de la 
temporada, sin embargo, la acumulación de materia seca continua hasta más tarde (Priestley, 
1970). Esto es debido, por una parte al crecimiento de las raíces, y por otra al segundo 
espesamiento del tronco y de las ramas. La mayoría del aumento en materia seca está 
asociado con dicho segundo engrosamiento tras cesar la extensión (Forshey et al., 1989). En 
nuestro caso, pensamos que el mismo fenómeno observado en el crecimiento de los brotes 
ocurre en el del perímetro de tronco. Es decir, tras una inhibición del crecimiento del área de 
tronco, algunos árboles tratados con ciertas dosis (como de 250 mg L-1) mostrarán mayor 
crecimiento de su perímetro.  
La inhibición del crecimiento vegetativo fue acompañada por una disminución de la 
longitud de entrenudos, sin afectar el número de nudos en la mayoría de los casos. Dichos 
resultados fueron descritos por otros autores (Byers y Yoder, 1999). Aunque en el ensayo 5, 
los tratamientos repetidos realizados tras plena floración (segunda serie) 20 y 40 (DTPF) 
indujeron una disminución del número de nudos.  
En los tratamientos de mayor interés para el estudio de la inhibición de la longitud de 
brotes, el número de nudos no fue afectado. En este contexto, nos interesaba evaluar, por 
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distintas estimaciones, si la disminución del crecimiento de brotes estaba acompañada por 
una disminución de la densidad de follaje, que permitiera un mayor flujo de luz.  
Mediante mediciones del PAR (Radiación Fotosintética Activa), se ha demostrado 
efectivamente que el prohexadione-Ca, aplicado en las condiciones óptimas (fecha y dosis) 
permite aumentar el flujo de luz a través el árbol. Asimismo, se demostró que los 
tratamientos con dicho regulador diminuyen el área foliar estimada al nivel de hoja 
individual, y también de la totalidad de la copa del árbol. Este resultado no fue descrito por 
otros autores con el mismo regulador de crecimiento, pero la disminución del área foliar por 
efecto de los triazoles ha sido descrita en numerosos trabajos (Val et al, 1997). De esta 
forma, en el experimento llevado cabo sobre ‘Golden Smoothee’ en 2001 se han encontrado 
correlaciones de 0.75 y 0.73 (P≤0.05) entre los brotes laterales, terminales y el LAI 
respectivamente. Similar correlación se encontró también en el experimento 5 (0.64, 
P≤0.05). Forshey et al., (1983) dan cuenta de una relación entre el área de las hojas de un 
brote determinado y la longitud de ese mismo brote. 
Todas las estimaciones realizadas en las que se consideraron la radiación fotosintética 
activa (PAR), el Índice de área foliar (LAI) y parámetros semejantes, indicaron que la 
utilización inadecuada del producto en cuestión podría inducir el efecto contrario al que se 
quiere conseguir utilizando un inhibidor de crecimiento.  
La capacidad de retención de agua por las hojas también se vio afectada por el 
tratamiento con prohexadione-Ca. Si bien este parámetro se modificó en la práctica totalidad 
de los ensayos, los resultados más concluyentes se obtuvieron con ‘Red Gala’ y ‘Fuji’ en 
2001 [Ens. 9] y [Ens. 6]. El denominador común de ambos ensayos fue la aplicación del 
prohexadione-Ca en plena floración. Aunque quede en el terreno de las hipótesis, podría 
apuntarse que dicho efecto esté relacionado con la fecha de aplicación.   
La aplicación foliar de reguladores de crecimiento como los triazoles induce, por lo 
general, un aumento de la concentración de clorofila en hoja (Thetford et al., 1995; Huang, 
et al., 1995). Según el trabajo que se presenta en este apartado, se ha comprobado, en todos 
los ensayos, que el prohexadione-Ca, al igual que otros inhibidores de crecimiento, estimula 
el aumento de la concentración de clorofilas por unidad de área foliar. Dicho efecto puede 
ser estable a lo largo del desarrollo manteniéndose hasta la última fecha de muestreo 
(recolección ó 125 DTPF, dependiendo del ensayo). Este fue el caso de las variedades 
‘Golden Smoothee’ y ‘Royal Gala’ en el año 2000. Por otra parte, en los ensayos llevados a 
cabo en la variedad ‘Fuji’, este comportamiento se puso de manifiesto en los primeros 
muestreos, mientras que en fechas posteriores pudieron observarse efectos contrarios. Entre 
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50 y 70 DTPF, mientras que el control mostraba un aumento lógico de la cantidad de 
clorofilas por unidad de área foliar, las hojas de los árboles tratados con prohexadione-Ca 
que presentaban mayor concentración de clorofilas a 50 DTPF, mostraron una disminución 
considerable a partir de 75 DTPF.  A partir de dicha fecha, se encontró una correlación 
negativa superior a 80 y altamente significativa (P≤0.001) entre la cantidad de clorofilas y el 
peso específico de las hojas.  
Con el aumento de clorofila foliar, el prohexadione-Ca indujo una disminución de la 
relación clorofila a/b. Este comportamiento fue descrito por Thetford, et al., (1995) tras la 
aplicación de Uniconazol (un Triazol) a forsitias (Forsythia × intermedia Zab.). Según estos 
autores, la disminución de la relación clorofila a/b paralela al aumento de la cantidad de 
clorofila total, es una característica típica de hojas adaptadas a condiciones de sombra. 
Efectivamente, la cantidad de pigmentos puede estar influida por el nivel de irradiación 
durante el desarrollo (Gil Martinez, 1995). Según Therford et al., (1995); los triazoles 
pueden influir de forma directa ó indirecta sobre la biosíntesis de clorofilas. Indirectamente 
sería por reducción de la cantidad de luz interceptada por las hojas, debido a la disminución 
de la longitud de los entrenudos (Capitulo 4 y 5); y de una manera directa sería afectando la 
síntesis de clorofilas de tal modo que la clorofila b estaría favorecida respecto a la de 
clorofila a.  
Si bien en este trabajo se demuestra que un mayor flujo de luz atraviesa el árbol tampoco 
se descarta la posibilidad, aunque sea débil, de que se hayan muestreado hojas menos 
expuestas al sol. Efectivamente la inhibición y algunas veces el frenazo inducido por el 
inhibidor de crecimiento deja una parte de las hojas muy agrupadas. Siempre considerando 
esta eventualidad, en este trabajo, nos inclinamos más por la hipótesis de un efecto directo 
del prohexadione-Ca sobre la fotosíntesis. En este sentido, el aumento de la tasa de 
fotosíntesis, de la concentración interna de CO2, de la transpiración y conductancia 
estomática independientemente de la cantidad de clorofila apoya esta hipótesis. McCashin y 
Canvin, (1979), demuestran que el aumento de la cantidad de clorofila no muestra más 
impacto sobre la tasa de intercambio de CO2. 
La concentración de CO2 y la transpiración podría ser únicamente una consecuencia del 
aumento de penetración de luz. Mengel y Kirkby (2001) describen en varias especies, el 
aumento de la concentración así como la asimilación de CO2, como consecuencia del 
aumento de intensidad de luz. Otros trabajos, también dan cuenta de un aumento de la 
conductancia estomática tras la aplicación de otros triazoles (Bonomo et al., 1989; Steffens y 
Zimmerman, 1990). Sin embargo, estudios más recientes acerca de aplicaciones de 
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prohexadione-Ca en manzano (Guak et al., 2001) refieren que ante un tratamiento con 250 
mg L-1, no se registraron valores de conductancia distintos a los de control hasta que 
transcurrió un periodo de 2 horas a 1 día tras la aplicación.  
Asimismo, entre los factores intrínsecos a la planta que controlan la transpiración, se 
encuentran el área foliar, la estructura y la exposición foliar y la resistencia estomática, 
…etc. El hecho importante es que una alteración en uno de los factores que afectan la 
transpiración no produce necesariamente un cambio proporcional en la tasa de transpiración 
porque su intensidad está controlada por más de un factor, y también hay que considerar la 
variación permanente del factor principal (Azcan-Bieto, y Talón, 2000).  
Según Fletcher et al., (2000); dependiendo de la especie, el uso de triazoles permite 
regular la conductancia estomática foliar, transpiración y eficacia del uso de agua. Trabajos 
realizados en la Estación Experimental de Aula Dei por Alberto Pequerul bajo la dirección 
de Jesús Val Falcón (datos no publicados) demostraron un efecto muy importante del 
paclobutrazol sobre la actividad fotosintética de plantas de remolacha y de cebada con un 
mayor rendimiento en el transporte electrónico a través del PSII. También se pudo 
demostrar, que para una misma cantidad de luz, las plantas tratadas con paclobutrazol 
contienen mayor proporción de centros de reacción PSII que las plantas control. 
La aplicación del prohexadione-Ca no tuvo efectos considerables sobre la calidad 
(Sólidos solubles, Firmeza, Ph, Acidez, calibre, Altura, A/C) y el rendimiento de los frutos 
en recolección. Sin embargo, sin afectar al rendimiento, dicho tratamiento pudo aumentar ó 
disminuir el peso medio del fruto, efecto que fue distinto de un experimento a otro.  En 
‘Gala’, hubo una disminución del peso medio del fruto; que no repercutió sobre el 
rendimiento. Como en nuestro trabajo, Stinchcombe et al., (1984) también describieron que 
la reducción del peso medio del fruto debida al tratamiento con paclobutrazol no afecta el 
rendimiento total, reflejándose únicamente un aumento del número de frutos. El aumento del 
peso medio del fruto observado en el ensayo de ‘Fuji’, 2001 está probablemente relacionado 
con el aumento del nivel de asimilados en hoja. En dicho ensayo, el crecimiento vegetativo 
(brotes y hojas) fue eficazmente inhibido a la vez que aumentó la concentración de 
numerosos nutrientes en hoja. También la concentración de azucares totales más alta se 
encontró en los tratamientos con 250 mg L-1. Esto podría hacer pensar que bajo estos 
tratamientos se produce una mayor traslocación de los asimilados al  fruto.  
En este trabajo, se ha observado que el prohexadione-Ca podría contribuir al aumento de 
concentración de sorbitol en hojas y brotes; resultados que están de acuerdo con los 
observados en otros reguladores de crecimiento (Steffens, et al., 1985). Existen trabajos, 
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como los de Berüter, et al. (1997); acerca de la contribución del sorbitol a la regulación de la 
relación Fuente- Sumidero. 
Aunque sea distinto de un ensayo a otro, el prohexadione-Ca afecta el contenido de N en 
hojas de manzano. Por el contrario, Guak et al., (2001) afirma que el prohexadione-Ca 
aumenta el contenido de N en los tallos, pero no en hojas de manzano en invernadero. En 
nuestro trabajo, aunque el nivel de N foliar fue variable, se ha observado, en todos los 
tratamientos, que las hojas tratadas, a lo largo de la estación, presentaban descensos más 
acusados que las de control, es decir eran capaces de exportar más N desde las hojas hacia 
los demás órganos. Estos datos están de acuerdo con los observados por Blanco et al., (2002 
a y b) en árboles de melocotonero tratados con el PP333.  
El aumento de la concentración foliar de Ca, Mg, Mn, Cu y Zn en las hojas de manzano 
tratadas con el prohexadione-Ca que se han encontrado en este trabajo fue también descrito 
por otros autores que trataron con PP333 (Blanco et al., 2002; Wang et al., 1985). También 
se han descrito aumentos solo de P, Ca y Mg (Steffens, et al., 1985), ó exclusivamente de Ca 
(Swietlik y Miller, 1984). Monge et al., (1993); describieron un importante aumento de Mn 
foliar tras la aplicación del paclobutrazol a melocotonero.  
La disminución del contenido en K tras la aplicación de reguladores de crecimiento fue 
descrito por numerosos autores (Swietlik y Miller, 1983; Steffens, et al., 1985; Thetford, et 
al., 1995; y Blanco et al., 2002b). Wieland y Wendy, (1985), no encontraron efectos de los 
reguladores de crecimiento sobre la concentración de dicho elemento en hojas. En nuestro 
trabajo, en los casos en que el prohexadione-Ca influyó sobre el K, se observó un descenso 
de este elemento al principio de la temporada (en muestreos tempranos). Sin embargo, en los 
mismos ensayos, la tendencia estable a lo largo de la temporada fue la de mayor nivel de K.  
La estimación del índice DOP reveló que el tratamiento con prohexadione-Ca puede 
corregir, como en el caso del potasio, la deficiencia de algunos elementos. En todos los 
ensayos, el prohexadione-Ca pronunció los excesos de Mg y N, y también aumentó los 
niveles de Cu, Zn, Fe y Mn corrigiendo, en algunos casos, la deficiencia de dichos 
elementos. Estos resultados incitan a una especial atención. Efectivamente, parece que la 
utilización del prohexadione-Ca como inhibidor de crecimiento necesitará la revisión del 
nivel de fertilización habitualmente administrado a la finca.  
Un especial interés fue dedicado en este trabajo al efecto del prohexadione-Ca sobre el 
color de las manzanas. Las manzanas rojas elegidas, no son frutos con un color rojo de una 
sola tonalidad. Al contrarió, tienen partes más rojas que otras y, por lo tanto, se estudió tanto 
la superficie coloreada como la intensidad de dicho rojo. Se ha demostrado que el 
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prohexadione-Ca favorece el color rojo de las manzanas ‘Fuji’ y no de las ‘Gala’. El clima es 
el factor de mayor importancia en la manifestación del color potencial de una variedad y con 
él, influyen temperatura, luz y la  humedad, aunque sea de menor importancia. Se encontró 
una correlación negativa (0.70; P≤0.05) entre la longitud de brotes y el porcentaje de color 
rojo de la variedad ‘Fuji’ en el ensayo de 1999 en los tratamientos comenzados tanto en 
floración como 20 DTPF. En el ensayo realizado en el año 2001 con la misma variedad, se 
encontró una correlación entre el porcentaje de color y el índice de área foliar (0.50; P≤0.05). 
Trabajos hechos en EE.UU sobre la variedad Delicious, demostraron que con una proporción 
de 10 hojas por fruto éste solo desarrollo color rojo en un 23% de su superficie, mientras que 
raleando para dejar 20, 30, 50 o 75 hojas por fruto, la superficie coloreada aumentó en 26, 
42, 51 y 58% respectivamente (Gil, 1981). 
Dado que la reducción del crecimiento vegetativo fue obtenida con las variedades 
‘Royal Gala’ y ‘Red Gala’, pensamos que la temperatura debería ser el factor clave que hizo 
mejorar el color de la variedad ‘Fuji’ y no el de la ‘Gala’. La temperatura afecta la síntesis 
del pigmento, dado que requiere carbohidratos, y estos se reducen con altas temperaturas 
(mayor a 250C), por el aumento de la respiración. Es importante la oscilación térmica (noche 
y día), así se reduce el gasto de azúcar desviándose el metabolismo hacia la formación de 
precursores de idaeina. Por lo tanto, la variedad ‘Fuji’ por ser recolectada más tarde, en 
Octubre, que la ‘Gala’, en septiembre, se beneficiaría de más horas de frió, lo que 
favorecería junto a los demas factores, la aparición del color rojo. Asimismo, el proceso de 
acumulación de idaeina se desarrolla en el tiempo, por ello, cuanto más se retrase la cosecha 
más color adquiere la manzana. Resulta de vital importancia, entonces, realizar la cosecha 
basándose en estándares adecuados de madurez. El aumento del color rojo de las manzanas 
por efecto de la aplicación de reguladores de crecimiento también fue descrito en los 
tratamientos con Alar y Ethefon.  
El Alar (Ácido N-dimetil amino succinámico) es un ihnibidor de crecimiento que 
favorece la síntesis de materia colorante (Jorquera, 1982). El efecto estimulante lo causan 
tanto las aplicaciones tempranas (15 a 30 días después de la floración), como las tardías dos 
meses ante la fecha de cosecha. De la misma manera, todas las experiencias realizadas con 
ethephon sobre manzana en proceso de maduración, coincidieron en sostener que el 
ethephon dispersado sobre los frutos, estimula notablemente la coloración (Larrigaudiere y 
Vendrell, 1996; Gil y Cruz, 1979).  
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Conclusiones  
 
El prohexadione-Ca, es un inhibidor de crecimiento con grandes perspectivas de 
utilización en el control del crecimiento vegetativo del manzano en las condiciones del Valle 
de Ebro. 
 
1. La aplicación foliar de prohexadione-Ca inhibe eficazmente el crecimiento de las 
variedades de manzano ‘Golden Smoothee’, ‘Fuji’, ‘Royal Gala’ y ‘Red Gala’, siempre que 
se respeten estrictamente las condiciones que determinan su eficacia: fecha de aplicación, 
concentración del producto y número de aplicaciones. 
2. La concentración y fecha de la primera aplicación son cruciales para obtener la 
máxima inhibición, siempre que se realice una segunda aplicación para evitar el re-
crecimiento de verano que puede promover un vigor proporcional a la inhibición 
previamente obtenida.  
Es imprescindible que la primera aplicación se realice durante los 12 primeros 
días de la floración, con una concentración entre 100 y 250 mg L-1 de materia 
activa, mientras que la segunda aplicación debe realizarse entre 60 y 65 DTPF a 
una concentración que puede ser inferior a la primera. 
3. La inhibición del crecimiento vegetativo se traduce en un acortamiento de la 
longitud de brotes, concomitante con una reducción del área foliar y densidad de follaje, lo 
que permite un mayor flujo de luz a través de la copa del árbol. 
Los brotes laterales se inhibieron más que los terminales y el área foliar se 
redujo, tanto a nivel individual como al de la copa del árbol, permitiendo un 
mayor flujo de radiación fotosintética activa. 
4. Además de la observada reducción del crecimiento de brotes y hojas, otros 
parámetros biométricos de ambos órganos están afectados por la aplicación de dicho 
inhibidor de crecimiento. 
Se ha observado una disminución de la longitud de entrenudos, así como la  
disminución del peso fresco y seco. Un aumento de la cantidad de clorofilas por 
unidad de área foliar,  del espesor, y una mayor retención de agua en ambos 
órganos. Según la concentración, la fecha de aplicación y el número de 
aplicaciones, dichos cambios pueden ser reversibles ó estables a lo largo del 
periodo de crecimiento vegetativo.  
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5. La reducción del área foliar total del árbol inducida por el prohexadione-Ca, no 
disminuye la tasa de fotosíntesis neta.  
Por el contrario, en presencia de prohexadione-Ca se ha observado un aumento 
de la tasa de fotosíntesis, de la concentración de CO2, y de la conductancia 
estomática independientemente de la cantidad de clorofilas.  
 
6. La utilización del prohexadione-Ca como ihnibidor del crecimiento, no afecta la 
producción de fruta del manzano, ni su calidad. Tampoco tiene repercusiones sobre la 
iniciación floral al año siguiente de la aplicación.  
 
 7. El análisis mineral de las hojas revela que el prohexadione-Ca induce un cambio del estado 
nutricional del manzano, lo que sugiere la revision de las prácticas de abonado cuando se aplica 
dicho regulador de crecimiento. 
 
El prohexadione-Ca indujo un aumento de las concentraciones foliares de calcio, 
magnesio, manganeso, cobre y zinc, efecto que fue estable a lo largo de la 
temporada. Asimismo, el prohexadione-Ca incrementó el flujo de exportación de 
nitrógeno desde las hojas a los demás órganos. 
 
8. La concentración de carbohidratos solubles en hojas, frutos y brotes está afectada por 
el tratamiento con prohexadione-Ca. El aumento de ciertos azucares, especialmente el de 
sorbitol, en hojas y brotes, por efecto del prohexadione-Ca, sugiere la hipótesis de un posible 
desplazamiento del equilibrio fuente-sumidero hacia los brotes, asegurando una mayor 
reserva para el año siguiente.  
 
El efecto del prohexadione-Ca fue distinto de un muestreo a otro y de una 
variedad a otra. Las aplicaciones repetidas inducen un mayor aumento de la 
concentración de carbohidratos como el sorbitol en hojas y frutos.  
 
9. El prohexadione-Ca permitió mejorar el color rojo de las manzanas de la variedad 
‘Fuji’ y no de la ‘Gala’. Se logró un aumento de la superficie coloreada y de la intensidad y 
saturación del rojo en ambas partes del fruto, la sombreada y la expuesta al sol.  
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10. El efecto del prohexadione-Ca sobre distintos parámetros fisiológicas (biométricos, 
nutricionales,…) puede ser estable, distinto o incluso contrapuesto a lo largo del tiempo. Por 
lo tanto, en este trabajo se demuestra la necesidad de evaluar dichos efectos, no solo en 
fechas aisladas, sino a lo largo del ciclo evolutivo, con el fin de verificar la existencia de 
respuestas estables de la planta frente al tratamiento.  
 
